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Caracterización del epitope sulfatado presente en el dominio C-Terminal de la 
Cruzipaína, cisteína proteasa mayoritaria de Trypanosoma cruzi y su 
participación en la infección y en la inmunopatogénesis de la Enfermedad de 
Chagas 
Para llevar a cabo este estudio, se purificaron los antígenos a homogeneidad, se sometieron a 
tratamientos de desulfatación  y se inmunizaron conejos y ratones con las moléculas tal cual y 
desulfatadas. La cruzipaína, cisteína proteinasa principal de Trypanosoma cruzi, contiene 
oligosacáridos sulfatados de alta manosa como componentes de esta glicoproteína. Hemos 
determinado previamente que estos grupos sulfato son blancos de respuestas inmunes específicas. 
Con el fin de evaluar los requerimientos estructurales para el reconocimiento inmune y teniendo en 
cuenta que el epitope de Cz sulfatado aislado no esta disponible en cantidades suficientes para 
desarrollar estudios sistemáticos de estructura-actividad, llevamos a cabo un análisis indirecto de las 
características químicas necesarias para la unión de los anticuerpos al epítope sulfatado de la Cz 
mediante inmunoensayos. Con este objetivo, diferentes moléculas sintéticas fueron acopladas a la/las 
proteínas BSA y aprotinina y confrontadas con: i) sueros de ratones específicos para Cz y C-T, ii) 
anticuerpos producidos en conejos inmunizados con Cz y C-T , y iii) IgGs purificadas a partir de 
sueros de pacientes con Enfermedad de Chagas crónica. Nuestros resultados indicaron que una 
glucosamina conteniendo un grupo sulfato esterificado en posición O-6 y un grupo N-acetilo fue el 
epítope preferido para el reconocimiento inmune del suero específico para Cz y su dominio C-
terminal. Si bien en menor grado, otros compuestos que contienen diferentes grupos aniónicos 
cargados fueron también reconocidos.   Finalmente, nuestros hallazgos mostraron que la afinidad del 
C-T por los anticuerpos IgGs purificados de suero de ratón específico para este dominio, así como 
también de sueros de pacientes con Enfermedad de Chagas es inhibida por el azúcar sintético aniónico 
NAcGlc6SO3, evidenciando que estos motivos carbohidrato sulfatados juegan un rol central en la 
unión de este antígeno mayoritario a sus anticuerpos específicos, imitando al epitope sulfatado de la 
Cz ubicado en los N-glicanos de la extensión C-terminal  de la molécula de Cz. La caracterización del 
epítope sulfatado de la cruzipaína hizo posible el estudio de una serie de inmunizaciones con el 
dominio C-T, el epítope sulfatado y con IgGs sulfato-específicos. Se inmunizaron ratones BALB/c 




elevada concentración de IFN-γ.por ELISA de captura usando C-T como estímulo y un perfil de 
citoquinas compatible con una respuesta mixta con tendencia Th2 con niveles excesivamente 
elevados de IFNγ e IL-17. Los inmunizados con C-Td presentaron una IgG2a/IgG1<1; IL-4 
indetectable, bajo nivel de IFN-γ  y un perfil de citoquinas similar al control con IL-10 
significativamente elevado. Se observaron alteraciones ultraestrucurales cardíacas y mayor inmuno-
reconocimiento de fibrillas y mitocondrias en inmunizados con C-T con suero policonal anti-Cz y 
anti-Cz/d ads con miosina. Luego del desafío subletal se observaron parasitemias elevadas. La 
mortalidad fue del 20% en inmunizados con C-T y 80% en inmunizados con  C-Td,  observando 
severas alteraciones musculares en los sobrevivientes del grupo C-Td. Se acopló a BSA NAcGlc6SO3 
y NAcGlc. Los inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3 montaron una respuesta inmune con predominio 
de IgG1 e IgG2b seguido de IgG2a, y respuesta celular T de memoria, mientras en el grupo BSA-
NAcGlc predominó IgG2a. Luego de la infección subletal, los inmunizados con el epítope sulfatado 
desarrollaron parasitemias excesivamente elevadas y niveles similares de IFN-γ que el grupo BSA-
NAcGlc que presentó ~70 % de mortalidad. Se purificaron IgGs a partir del suero de los inmunizados 
con BSA-NAcGlc6SO3 y de ratón pre-inmune y se hizo tratamiento por tranferencia pasiva de 
anticuerpos. Los ratones que recibieron IgGs sulfato-específicos presentaron alteraciones 
ultraestructurales en tejido cardíaco. Luego del desafío, los que recibieron IgGs sulfato-específicos 
presentaron mayores parasitemias que los controles. Se determinó la variación de los nivesles de IgG2 
sulfato específicos en pacientes con enfermedad de Chagas crónica durante la progresíon de la 
enfermedad cardíaca. Los ensayos realizados permitieron evaluar el rol de los epítopes sulfatados 







1-Purificación de Inmunógenos y/o antígenos y producción de sueros policlonales  
a-Purificación de Cruzipaína (Cz), autoproteólisis y purificación de su dominio C-Terminal. 
b-Preparación de antígenos y/o inmunógenos mediante tratamientos químicos y/o enzimáticos.  
c-Producción de sueros policlonales, en conejo y ratón, específicos para las moléculas con y sin 
tratamiento de desulfatación y purificación de inmunoglobulinas G de conejo. 
d-Determinación de la actividad biológica de la Cz antes y después del tratamiento de solvólisis.  
2-Estudio de la influencia de tipo, cantidad, y localización del grupo aniónico cargado en 
la estructura del oligosacárido involucrado en la respuesta inmune. 
a- Obtención de oligosacáridos aniónicos cargados y/o glicopéptidos con diferentes estructuras, 
usando glicoproteínas de T. cruzi o heparina como fuentes, o mediante síntesis química. 
b- Acople de las mismas a proteínas para ensayos de Dot-blot y ELISA indirectos con sueros 
específicos para Cz y C-T y/o ELISAS de inhibición con sueros adsorbidos por las diferentes 
moléculas. 
b- Estudios sobre la participación de las diferentes estructuras cargadas aniónicas obtenidas, en 
ensayos de inmuno-reactividad.  
 
3- Análisis de la relación existente entre la presencia de oligosacáridos sulfatados en Cz/C-
T,  y la antigenicidad de la molécula en la inmunopatología  y/o en la infección  por T. cruzi, en 
la enfermedad de Chagas experimental.  
 
  a- Evaluación de la respuesta inmune humoral y celular a Cz, C-T con o sin tratamiento de 
desulfatación y al epítope sulfatado (N-AcGlc6SO3), mediante  inmunización  de  ratones  BALB/c. 
   
b- Evaluación ultraestructural, reconocimiento inmunológico e inmunohistoquímica  de la 
participación de los grupos sulfatados de la Cz/C-T y/o de sus anticuerpos específicos en el 
reconocimiento de tejido muscular cardíaco y esquelético en ratones BALB/c inmunizados, en 
ausencia de infección. 
 
c-Evaluación de la influencia de los motivos  sulfatados y/o sus anticuerpos específicos en la 
inmunopatogenia en  ratones previamente inmunizados, y desafiados con dosis subletales de  







Abs490:  Absorbancia a 490 nm 
Ag ID:  Antígeno Intradérmico 
AIF:  Adyuvante incompleto de Freund 
Ap:  Aprotinina 
BHI:  Brain Heart Infusion, caldo cerebro corazón 
BHT:  Brain Heart Triptose, caldo cerebro corazón triptosa 
BSA:  Albúmina Sérica Bovina 
Bz-Pro-Phe-Arg-pNA:  sustrato N-benzoil, prolil, fenilalanil,arginil, para-nitroanilida 
CBA:  Cytometric Beads Array.(Microesferas de captura de analitos para citometría) 
ConA:  Concanavalina A 
CS:  Citrato Sintasa 
C-T:  dominio Carboxilo Terminal de la Cruzipaína 
Cz:  Cruzipaína 
DEAE-Sephacel: Dietilaminoetanol, cromatografía de intercambio aniónico 
Di1S:  disacárido monosulfatado 
Di2S:  disacárido disulfatado 
DS:  Desvío Estandar 
DTH:  Delayed-type hypersensitivity, hipersensibilidad celular retardada. 
E-64:  Inhibidor  trans-epoxi succinil, leucil amido (4-guanidino) butano 
ELISA:  Enzime-Linked InmunoSorbent Assay 
EM UV-MALDI-TOF: Espectrometría de masa UV-MALDI-TOF 
FA-Phe-Phe-OH:  sustrato Furil, acriloil, fenilalanil fenilalanina 
GalA:  Ácido galacturónico 
Glc6P:  Glucosa 6-fosfato 
GlcN2S:  D-Glucosamina 2-sulfato 
GlcN6S:  D-Glucosamina 6-sulfato 
NAcGlc2SO3:  N-acetil D-glucosamina 2-sulfato 
NAcGlc6SO3:  N-acetil D-glucosamina 6-sulfato,  Epítope Sulfatado 
HAI: Hemaglutinación Indirecta 




HPAEC-PAD:   cromatografía de intercambio aniónico de alta performance mediante 
detección amperimétrica de campo pulsado 
HS:  Heparán Sulfato 
IFI: Inmunofluorescencia Indirecta 
IFN-γ:  Interferón γ 
IgGs:  Inmunoglobulinas G 
IL-10:  Interleuquina 10 
IL-17:  Interleuquina 17 
IL-2:  Inteleuquina 2 
IL-4:  Interleuquina 4 
IL-6:  Interleuquina 6 
Man 4-Sulfato:  Manosa 4-sulfato 
nM:  nano Molar 
nm:  nanometros 
P-30:  tamaño de esferas del biogel para cromatografía de exclusión molecular 
Pex:  volumen de exclusión de la columna P-30 
PGO:  oligogalacturonatos no sulfatados 
PGS:  oligogalacturonatos sulfatados 
Pi:  volumen incluído de la columna P-30 
PI y PII:  pico I y pico II 
PM:  peso molecular 
RMM: Receptor Macrofágico de Manosa 
SCP:  Seríncarboxipeptidasa 
SDS-PAGE:  Electroforesis en geles de poliacrilamida 
SFB:  Suero Fetal Bovino 
TLC: cromatografía en placa delgada 
TLR: Toll like Receptor 
TNF-α:  Tumor Necrosis Factor α 

























I. La enfermedad de Chagas 
La  enfermedad  de  Chagas  o  Tripanosomiasis  americana  es  una  zoonosis parasitaria, 
causada por un protozoario llamado Trypanosoma cruzi. 
En el año 1909 el médico infectólogo brasileño Carlos Chagas (1879-1934) describió por 
primera vez la enfermedad que hoy lleva su nombre, identificando de manera inédita todos los 
eslabones que integran la cadena epidemiológica: el transmisor, el parásito, los reservorios y la 
enfermedad en el hombre. En 1915 Emile Brumpt, médico colega de Chagas, propuso la transmisión 
estercoraria del parásito, a través de las heces del insecto y no por su picadura como se pensaba 
inicialmente. Posteriormente, fue confirmado por Silveira Días en 1932 y Cardoso en 1938. El 
médico bacteriólogo y sanitarista argentino, Salvador Mazza (1886 -1946) fue quien, abocado al 
estudio de las patologías regionales, creó la Sociedad Científica de Jujuy y en 1928, a cargo de la 
dirección de  la MEPRA (Misión de Estudios de la Patología Regional Argentina),  logró completar 
los estudios de Carlos Chagas y aportó el valioso conocimiento de la asociación causal entre el T. 
cruzi y los numerosos casos de patologías cardíacas crónicas en el norte de nuestro país. 
Según la última estimación de la Organización Mundial de la Salud (WHO) existen en la 
actualidad entre 7 y 8 millones de personas infectadas en el mundo, de la cuales, aproximadamente 
entre 10.000 y 12.000 mueren anualmente por la enfermedad (WHO, 2014). En el año 1990 se 
estimaba que mundialmente había 30 millones de personas infectadas, con una incidencia de 700.000 
casos nuevos por año.  Gracias a las acciones de control y políticas sanitarias llevadas a cabo desde el 
año 1991, la incidencia  actual disminuyó a 28.000 casos nuevos por año. Sin embargo,  al presente, 
se estima que aún 65 millones de personas se encuentran en riesgo de infección en 21 países de 
Latinoamérica (OPS, 2014). 
Debido a las características de la patología y el gran número de personas infectadas, la infección 
por T. cruzi  es  uno de los principales problemas de Salud Pública en América Latina. En áreas no 
endémicas como varios países de Europa, Estados Unidos, Canadá  y lugares remotos como Australia 
y Japón, la Tripanosomiasis americana es considerada como un problema de Salud Pública 







Figura 1. Flujo de migraciones de América Latina hacia regiones no endémicas para la enfermedad de 
Chagas (Schmunis G., 2007). 
 
Si bien la Enfermedad de Chagas, por efecto de la globalización, hoy no se encuentra 
circunscripta,  su área endémica está definida. Dicha región se encuentra comprendida, en el 
continente americano, entre el paralelo 32° de latitud norte en el sur de los Estados Unidos hasta el 
paralelo 45° de latitud sur en Argentina y Chile (Reisenman et al., 2010). 
 Uruguay, Chile, Brasil y algunas zonas de Paraguay y Argentina han sido certificadas como 
libres de transmisión vectorial. (Rassi et al., 2010). 
En la República Argentina se estima que habría 1,35 millones de personas infectadas, 7,3 
millones de personas expuestas, y más de 300.000 afectadas por cardiopatías de origen chagásico  
(OPS, 2013). La  mayor prevalencia de infección adquirida por trasmisión vectorial se encuentra en 
las áreas rurales y periurbanas, pero su distribución es desigual. Actualmente, las provincias de Jujuy, 
Río Negro, Neuquén, La Pampa, Entre Ríos, Misiones, Santa Fe y San Luis han logrado la 
interrupción de la transmisión vectorial (Fig 2) (OPS, 2014). Sin embargo, aún existe transmisión 




Salta, Mendoza, San Juan, Córdoba, Tucumán, Catamarca y Corrientes) y seguirá existiendo hasta 
tanto el control del vector dependa del esfuerzo de iniciativas regionales y no de políticas sanitarias a 
nivel nacional que garanticen la regularidad y continuidad de las acciones de los programas de control 
vectorial, así como también mejoras habitacionales.  
 
Figura 2. Transmisión Vectorial en América Latina.  Zonas donde la transmisión no ha sido (A) o ha sido 
(B)  interrumpida por el vector principal;  Área no endémica, sin evidencia de transmisión vectorial (C). Zonas 
donde la interrupción de la transmisión vectorial no es una meta (D) donde el vector principal ha sido 
eliminado (E) o países no incluidos en el estudio (F)(OPS, 2014). 
 
Otra de las cifras alarmantes de nuestro país es la seroprevalencia en mujeres embarazadas, 
alcanzando 6,8 % en  el  año 2000 y 4,2 % en 2009. Cada año nacen aproximadamente 1.300 niños 
infectados con T. cruzi por transmisión congénita (OMS, 2007). 
I.1. Agente etiológico y  ciclo de vida  
El T. cruzi es un protozoario flagelado perteneciente al Orden Kinetoplastida, de la Familia 




hospedador intermediario invertebrado y un hospedador definitivo vertebrado mamífero (Levine et 
al., 1980). El hospedador intermediario es un insecto hematófago perteneciente a la familia 
Reduviidae, subfamilia Tritaominae, del género Triatoma. El insecto triatomineo es el vector de 
trasmisión de la enfermedad. Sin embargo, en el ciclo de T. cruzi, el vector  no cumple sólo la función 
de trasmitir el parásito desde un individuo infectado a otro sano, sino que en él ocurren, además de 
una fase replicativa, cambios evolutivos indispensables para el desarrollo del estadío infectivo del 
hospedador mamífero. Triatoma infestans, comúnmente llamado vinchuca, es el vector de mayor 
difusión en el domicilio y peridomicilio de las provincias de Argentina en donde aún existe 
transmisión vectorial. 
El ciclo vital de T cruzi comienza  cuando el hospedador intermediario (T. infestans)  defeca 
mientras se alimenta con la sangre del hospedador vertebrado liberando tripomastigotes metacíclicos 
con las heces, los cuales son introducidos en forma mecánica con el rascado de la picadura, o penetran 
activamente a través de la piel injuriada o mucosas indemnes. En el sitio de entrada al organismo, los 
tripomastigotes invaden o son fagocitados por las células nucleadas circundantes a la herida y luego 
se diferencian a amastigotes, forma replicativa del parásito dentro de las células de mamíferos. Luego 
de varios ciclos de replicación por fisión binaria dentro del citoplasma celular, los amastigotes se 
diferencian a tripomastigotes, forma no replicativa, rompen la célula y son liberados a los espacios 
intersticiales y al torrente sanguíneo, pudiendo así infectar otras células nucleadas alejadas del sitio de 
entrada al organismo, en particular macrófagos, fibras musculares estriadas y cardíacas y neuroglia, 
repitiendo el ciclo de multiplicación intracelular y destrucción. En la región posterior del intestino del 
vector, los tripomastigotes se transforman en epimastigotes, forma replicativa responsable del 
mantenimiento de la infección en el hospedador invertebrado, donde se dividen por fisión binaria. 
Cuando los epimastigotes llegan al recto del insecto, se convierten en tripomastigotes metacíclicos y 
son eliminados con las heces, reiniciándose nuevamente el ciclo de vida de los parásitos (Santos-Buch 





Figura 3. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Ciclo de vida de T.cruzi adaptado de la página web del CDC 
(Centers for Disease Control and Prevention). http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/ 
 
I.2. Estadíos evolutivos de T. cruzi 
Epimastigote: mide aproximadamente 20-40 µm de longitud. En este estadío, el kinetoplasto se ubica 
en posición anterior respecto del núcleo, al igual que el bolsillo flagelar, por lo que presenta una 
membrana ondulante corta. Esta es la forma replicativa que está presente en el estómago, intestino y 
en menor medida, en recto del vector triatomíneo. Los epimastigotes carecen de capacidad infectiva. 
Una pequeña porción de epimastigotes salen junto con las heces del insecto sin haber atravesado por 
la metaciclogénesis, por lo tanto no son infectivos (García et al., 2010). Los reservosomas sólo se 
encuentran presentes en los epimastigotes. Estas organelas  contienen, entre otras proteínas,  a la Cz, 
cisteína proteinasa mayoritaria del parásito, cuya función principal en el proceso de metaciclogénesis 







Figura 4. Estructura de un epimastigote de T. cruzi. Esquema de la organización de las organelas y 
estructuras en los epimastigotes de T. cruzi a partir de observaciones por microscopia de transmisión 
electrónica (tomado de Souza et al., 2008). 
 
Tripomastigote: mide alrededor de 25 µm de largo, con un diámetro de unos 2 µm. El kinetoplasto se 
localiza de forma posterior al núcleo, al igual que el bolsillo flagelar, lo que genera una membrana 
ondulante extensa y un flagelo que se hace libre en la parte anterior del parásito. Es la forma infectiva, 
no replicativa que se encuentra en el torrente sanguíneo de animales infectados o en sus tejidos 
(tripomastigote sanguíneo), y en heces e intestino posterior del vector invertebrado (tripomastigote 
metacíclico). Las diferencias entre los tripomastigotes sanguíneos y los metacíclicos están 
relacionadas con la expresión de determinados genes, así como con la etapa del ciclo celular en la que 
se encuentran. Además, existen variaciones en sus moléculas de superficie y su capacidad infectiva, 
que justifican su clasificación como formas fisiológicamente diferentes del ciclo (Tyler et añ., 2001). 
A su vez, dentro de los tripomastigotes sanguíneos se distinguen dos formas, una forma esbelta 











Figura 5. Estructura de un tripomastigote de T. cruzi. Las flechas señalan las diferentes organelas  (Brener 
et al., 2000). 
 
Amastigote: posee un tamaño menor que las otras formas, es redondeado y presenta un flagelo muy 
corto, casi ausente. Se encuentra en el interior de la célula del hospedador mamífero, en donde se 
replica. Mantiene la capacidad de infectar células de vertebrados (De Souza, 2002). 
 
Figura 6. Esquema morfológico del estadío amastigote de T. cruzi. Identificando sus organelas y 





I.3. Vías de transmisión 
Además de la vía de transmisión vectorial del parásito, existen diferentes formas de adquirir 
la infección independientemente de la presencia/ausencia del vector en el ambiente.  La vía de 
transmisión congénita, vertical o trasplacentaria, es la que le sigue en orden de importancia. Se 
produce durante el embarazo a través de la placenta de una madre infectada al feto. La vía de 
transmisión transfusional, ocurre a través de transfusiones con sangre proveniente de un donante 
infectado, a la que no se le han hecho los controles correspondientes. De manera similar, también 
puede ocurrir a través del trasplante de órganos infectados. Otra forma de adquirir la infección 
puede ser por vía digestiva, a través de la ingestión de alimentos contaminados con heces de 
vinchuca. Y por último existe la vía de transmisión accidental que afecta principalmente a todos los 
agentes de salud,  investigadores o laboratoristas  vinculados con la enfermedad de Chagas. 
I.4. Fuente de infección y reservorios: 
La ecología de la enfermedad de Chagas está estrechamente relacionada con el subdesarrollo y 
la pobreza en las zonas rurales y urbanas marginales de América Latina. Las viviendas precarias de 
adobe y barro, con techos de hojas de palma o de paja; chiqueros, conejeras, corrales, gallineros y 
leña apilada en el peridomicilio ofrecen condiciones ideales para la colonización de los triatominos. 
Este escenario representa el medio ambiente en el que se desarrolla la cadena epidemiológica de la 
enfermedad de Chagas donde los animales, como fuente de infección y reservorios, constituyen un 
eslabón destacado. 
La fuente de infección de la enfermedad de Chagas es siempre un mamífero infectado. En el 
caso de la transmisión vectorial, el reservorio puede ser cualquier mamífero peridoméstico que infecta 
al vector y este, a su vez, infecta a otros mamíferos, entre ellos el hombre. Hay unas 150 especies de 
mamíferos susceptibles al T. cruzi. Las aves, los reptiles y peces son refractarios a la infección por T. 
cruzi, pero las aves domésticas son importantes como fuentes de alimento para el vector. 
Entre los animales domésticos, el gato y el perro son el reservorio doméstico de T. cruzi, 
registrándose en estas especies una prevalencia de infección diez veces mayor a la de los niños de una 
misma región con transmisión vectorial activa (Cardinal et al, 2006). La presencia de perros 
infectados es mucho más significativa para la infección de los vectores que la presencia de personas 




Uno de los factores de riesgo más importante para la infección humana es la presencia y el 
número de perros, algunos estudios también consideran a los  gatos, en la vivienda; en particular, 
cuando esos animales están infectados. (Gürtler et al., 1998). La presencia de gallinas en la vivienda 
también es un factor de riesgo porque, aunque estos animales no son susceptibles al T. cruzi, son una 
fuente de alimentación adecuada para el vector, asegurando la permanencia del vector en el entorno 
domiciliario. T. cruzi también puede ser introducido en el ambiente humano cuando están presentes 
algunos animales silvestres peridomésticos como los armadillos, los cobayos, las zarigüeyas y otros. 
Las ratas también pueden ser una fuente de infección (Blandon et al., 1995).  
El contacto estrecho de perros o gatos infectados con el ser humano y en particular con los 
niños, al convivir en casas infestadas con vinchucas representa un peligro latente y constante de 
transmisión de la enfermedad.  En esos casos la recomendación de mantener los animales fuera de los 
dormitorios e incluso de la vivienda, contribuye a reducir significativamente la infección en humanos. 
(Gurtler et al, 1998). Sin embargo, el estudio del reservorio canino como fuente de infección y de 
alimentación preferencial para los triatominos y su suceptibilidad a la infección por T. cruzi, convierte 
a los perros en centinelas naturales,  (Gürtler et al, 2006; 2014),  ideales para la vigilancia  
epidemiológica de la enfermedad en regiones donde se realizan acciones destinadas al control del 
vector o en zonas donde la trasmisión vectorial se considera interrumpida o ausente.   
A pesar de ser el perro  infectado un factor real de riesgo para el ser humano en áreas 
endémicas, “la nobleza de esta especie hizo posible”  el estudio de la patología chagásica, por ser el 
perro un modelo animal que reproduce las alteraciones cardíacas de la enfermedad aguda y crónica 
del hombre (de Lana et al., 1992). 
I.5. Diagnóstico 
Para el diagnóstico de T. cruzi pueden emplearse métodos directos o indirectos. Los métodos 
directos implican la detección del parásito a diferencia de los métodos indirectos que detectan la 
presencia de anticuerpos específicos para antígenos presentes en el mismo.  
Los métodos de detección de T. cruzi más utilizados son: la observación en gota gruesa de 
sangre periférica, entre porta y cubre, al microscopio óptico; Strout o microhematocrito, como método 





Los métodos directos son de gran utilidad en la fase aguda de la enfermedad. Una vez que 
declina la parasitemia, es necesario recurrir a los métodos de detección indirecta.  
Las técnicas serológicas utilizadas de rutina son: hemaglutinación indirecta (HAI), análisis por 
inmunoabsorción ligado a enzimas (del inglés, enzyme-linkedimmunosorbent assay, ELISA) e 
inmunofluorescencia indirecta (IFI). 
El paciente es considerado positivo (persona infectada con T. cruzi), cuando por serología 
convencional se obtiene al menos un resultado positivo por dos técnicas en paralelo.  En caso de 
discordancia entre las dos técnicas, se debe realizar una tercer técnica para definir el diagnóstico 
(Guía Ministerio de Salud, 2012) 
Existen también técnicas de detección parasitológica indirecta como el hemocultivo y el 
xenodiagnóstico, que involucran la expansión de la población parasitaria. El hemocultivo (Abramo-
Orrego et al., 1980) presenta buena sensibilidad en los casos agudos y congénitos, pero muy baja en 
los casos crónicos. La sensibilidad del xenodiagnóstico es del 100 % en los casos agudos y 
aproximadamente del 50 % en los casos crónicos (Cerisola et al., 1974). Ambas técnicas se 
encuentran prácticamente en desuso para diagnóstico, porque el xenodiagnóstico involucra el 
mantenimiento de insectos redúvidos y los dos métodos requieren la espera de al menos 30 días para 
obtener el resultado.  
En los años ′90 se introdujo como método de diagnóstico parasitológico la técnica de reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR), que permite amplificar secuencias específicas del ADN de T. cruzi 
a partir de muestras de sangre periférica, tejidos o preparados histológicos (Wincker et al., 1994; 
Qvarnstrom et al., 2012). Estas técnicas parasitológicas moleculares son de especial utilidad en la 
infección aguda y congénita (WHO, 2002) y para determinar la efectividad del tratamiento 
parasiticida, por ser un método de alta sensibilidad ante bajas cargas parasitarias (Duffy et al., 2009). 
I.6 Fases de la enfermedad y tratamiento 
En la enfermedad de Chagas, se distinguen  3 fases bien definidas: fase aguda, fase 






I.6.1. Fase Aguda 
La fase o etapa aguda de la enfermedad comienza entre los 6 a 10 días y hasta 2 meses  después 
de haber contraído el parásito  a través de cualquiera de las vías mencionadas. Puede  presentarse con 
o sin síntomas. Entre los signos y síntomas más frecuentes se describen: fiebre, 
hepatoesplenomegalia, diarrea, vómitos, cefaleas, convulsiones, cansancio, irritabilidad, falta de 
apetito, mialgias. El signo de Romaña (edema unipalpebral) y el chagoma de inoculación 
(tumefacción con compromiso del ganglio satélite) son signos asociados a la puerta de entrada del 
parásito, observados frecuentemente en niños. La letalidad en fase aguda se presenta sobre todo en 
niños o inmunosuprimidos y suele asociarse a complicaciones cardíacas o del sistema nervioso central 
(Anez et al., 1999, Rassi et al, 2000). Esta fase puede durar entre dos y cuatro meses, y se caracteriza 
por una parasitemia elevada, siendo relativamente sencilla la identificación de T. cruzi en muestras de 
sangre (WHO, 2002). La recuperación de esta fase suele ser espontánea, no obstante, durante esta fase 
al menos en adultos, se presenta la mejor y única oportunidad de curación aplicando tratamiento con 
drogas parasiticidas. Muchas veces esta fase aguda pasa desapercibida perdiendo la posibilidad de 
tratar al paciente. El tratamiento de la etapa aguda con nifurtimox o benznidazol suele lograr la cura 
parasitológica en el 100 % en niños infectados.  Sin embargo, la eficacia del tratamiento en adultos 
solo alcanza el 56 % (Blanco et al., 2000; De Andrade et al., 1996).   
Los bebés que contraen Chagas por vía congénita se pueden curar, los niños menores de 15 años 
tienen muchas posibilidades de curarse dependiendo de la celeridad con que reciban tratamiento luego 
de adquirida la infección. 
I.6.2. Fase indeterminada 
Esta fase constituye la etapa silenciosa de la enfermedad por ser asintomática y sólo puede ser 
detectada mediante pruebas diagnósticas indirectas dada la dificultad de detección del parásito. 
 El 70-85 % de las personas infectadas continúan en esta etapa durante toda la vida (Barrett et 
al., 2003).   
I.6.3. Fase Crónica 
En la fase crónica  se desarrolla la “enfermedad” de Chagas propiamente dicha.  
Aproximadamente el 30 % de los individuos infectados con T. cruzi derivan a esta fase al cabo de 10 




irreversibles y progresivas. El daño se hace evidente en el desarrollo de las alteraciones cardíacas y/o 
digestivas (Laranja et al., 1956; Rosenbaum, 1964). El compromiso cardíaco es la manifestación más 
frecuente e importante en la etapa crónica de la enfermedad de Chagas en la Argentina (Rosenbaum y 
Cerisola, 1961; Bonet et al., 1968). Las manifestaciones digestivas como el megacolon y 
megaesófago se han descripto principalmente en pacientes de Brasil, donde la prevalencia de esta 
patología es tres veces mayor que en otras áreas endémicas (Schmunis, 1994). En esta etapa, la 
parasitemia es transitoria, por lo que la detección del parásito en sangre es totalmente aleatoria y de 
baja sensibilidad.  
En los pacientes con cardiomiopatía chagásica crónica el tratamiento es fundamentalmente 
sintomático y tiene como fin contrarrestar las alteraciones del funcionamiento cardíaco. Se han 
llevado a cabo estudios de tratamiento en  pacientes adultos con drogas parasiticidas. TRAENA fue 
un ensayo clínico aleatorizado y BENEFIT  un estudio multicéntrico, cuyos resultados mostraron 
negativización serológica y disminución de la carga parasitaria. Sin embargo el tratamiento  no logró 
detener la progresión de la patología cardíaca hacia formas más severas ( Morillo et al., 2015; Prado 
et al., 2015; Pays JF, 2016, Viotti et al, 2006 ). 
Según el grado de compromiso cardíaco se clasifica a los pacientes con enfermedad de Chagas 
crónica en cuatro estadíos clínicos: estadío 0, I, II y III. 
Se encuentran en estadío clínico 0 aquellos pacientes con diagnóstico serológico positivo, cuyo ECG 
y placa de tórax no manifiestan alteraciones. En el estadío I, los pacientes con serología positiva, 
poseen  alteraciones electrocardiográficas pero su placa de tórax se encuentra aún dentro de los 
parámetros normales. En el estadío II, los pacientes positivos por serología, presentan alteraciones 
electrocardiográficas y radiológicas. Por último en el estadío III se encuentran los pacientes que a las 
alteraciones del estadío anterior, suman signos de insuficiencia cardíaca (Kuschnir et al., 1985) 
 
Tabla 1. Cardiopatía de la Enfermedad de Chagas, clasificación clínica. (Kuschnir et al., 1985) 
  Control O I II III 
Diagnóstico serológico - + + + + 
Alteración ECG - - + ++ +++ 
Relación cardiotorácica  0.50 0.50 0.50 >0.50 Cardiomegalia 

















II.1. Aspectos generales 
A partir de la secuencia del genoma completo de T. cruzi,  en el clon CL Brener, se sabe que se 
encuentran codificadas 70 cisteína peptidasas (CPs), 40 serina peptidasas (SPs), 250 metalopeptidasas 
(MPs), 25 treonina peptidasas (TPs) y 2 aspartil peptidasas (APs) ( El Sayed et al,.2005). La 
cruzipaína, descubierta en la década de los ochenta (Scharfstein et al., 1986;  Cazzulo et al.,  1990), 
también denominada antígeno Gp57/51  (Murta  et al.,  1990)  o  Ag163B6 (Malchiodi et al., 1993), 
es la principal cisteína proteinasa de T. cruzi.  Esta glicoproteína, perteneciente a la familia de la 
papaína,  presenta  una extensión o dominio Carboxilo- terminal (C-T) carácterístico de las CPs tipo I,  
según la definición de Coombs y Mottram, 1997. La Cz está  presente en todos los estadíos del 
parásito pero es mayoritaria en el estadío epimastigote, donde su localización es principalmente 
lisosomal (Cazzulo et al., 1997). La expresión de Cz en epimastigotes es 4-5 veces mayor que en la 
forma tripomastigote y amastigote (Franke de Cazzulo et al., 1994). Existen diferencias en la 
localización de la Cz según el  estadío  del parásito considerado.  En el  tripomastigote  se distribuye  
en  vacuolas intracelulares (lisosomas) localizadas principalmente cerca del bolsillo flagelar, y su 
presencia es mínima en la  membrana  celular.   En  la  forma  amastigote,  la  Cz  se distribuye en la 
superficie,  en  vacuolas  intracelulares  de  todo  su  citoplasma  y  en  la membrana  del  bolsillo  
flagelar.    Finalmente,  en  la  forma  epimastigote, la localización de la Cz  se  extiende  en toda la 
membrana que rodea al parásito y al flagelo, dentro del bolsillo  flagelar,  en  vesículas  intracelulares  
localizadas cerca  del  bolsillo  flagelar  y  entre  el  núcleo  y  el kinetoplasto  (Souto-Padrón et al., 
1990). Las isoformas de membrana se encuentran descriptas en todos los estadíos del parásito. 
Existen evidencias de que las isoformas  que se encuentran unidas a la membrana plasmática  pueden 
ser  liberadas  al  medio  (Parussini et al., 1998; Yokoyama-Yasunaka et al., 1994;  Duschak et al., 
2006, Nogueira et al., 2015). Varios grupos de investigación han demostrado que inhibidores capaces 
de anular la actividad enzimática de la Cz previenen el crecimiento, la nutrición y en particular 
eventos de la diferenciación del parásito: de epimastigotes a  trypomastigotes,  de  trypomastigotes  
metacíclicos  a  amastigotes,  y  de amastigotes a trypomastigotes sanguíneos (Meirelles et al., 1992; 
Harth et al., 1993; Franke de Cazzulo et al., 1994). Además de ser fundamental para el ciclo de vida 




1990) y en las estrategias de evasión inmunológica de T.cruzi (Bontempi y Cazzulo,1990, Gea 2006), 
motivando múltiples estudios de la Cz como glicoproteína, como enzima, y como antígeno.  
 
II.2. Purificación de Cz  
En 1989, se describe un primer método de purificación para la cruzipaína, basado en la ruptura 
celular seguida por precipitación con sulfato de amonio, cromatografía de intercambio iónico sobre 
DEAE-Sephacel y cromatografía de exclusión molecular usando como matriz Sephadex G-200. Este 
métdo de purificación resultó ser de bajo rendimiento dado que se partía de 20 a 50 g de 
epimastigotes y se recuperaban pocos mg de Cz (Cazzulo et al., 1989). 
En 1993, se describió un método de purificación cuya característica fundamental fue la afinidad 
a diferentes ligandos por medio de un solo paso (Labriola et al., 1993). Este nuevo protocolo 
consistió,  en la ruptura celular seguida por precipitación con sulfato de amonio y un paso 
cromatográfico único. Para la cromatografía de afinidad, propusieron dos opciones, basándose en que 
la Cz es una CP y que además es una glicoproteína de tipo alta manosa. Para la primer característica  
se usó  cistatina como ligando y para la segunda la lectina Con-A, respectivamente, ambas acopladas 
a Sefarosa activada con bromuro de cianógeno como matriz. La fracción recuperada a partir de estas 
cromatografías resultó en una mezcla de proteínas, caracterizadas mediante electroforesis obteniendo: 
una banda doble de entre 45-52 KDa correspondiente a isoformas de Cz madura y una banda a 
aproximadamente 30-34 KDa correspondiente a fragmentos intermedios de autoproteólisis de la 
enzima. Debido a los resultados obtenidos en este trabajo se sugirió el uso de la Con-A para la 
purificación de la Cz como una mezcla virtualmente homogénea y en un solo paso (Labriola et al., 
1993).  
 En el año 2001, pasando el material eluído  de la columna de ConA por una columna 
cromatográfica aniónica Mono Q mediante el agregado de una paso isocratico, se logró separar a la 
Cz de una serina carboxipeptidas contaminante (Duschak et al , 2001). En 2003, se describió la 
presencia de una proteasa lisosomal, activa a pH ácido, perteneciente a la familia de las serina 
proteasas S10 (serina carboxipeptidasa, SCP) con un peso molecular aparente de 54 kDa, codificada 
por varios genes en “tandem” y de naturaleza glicoproteica (Parussini et al., 2003). Por su naturaleza 




cromatografía de afinidad. Esto confirmó que para obtener la  Cz  pura a homogeneidad, se requieren 
pasos adicionales de cromatogragía de intercambio aniónico Mono Q.  
Desafortunadamente, esto implica que por el método de purificación de la Cz  solamente 
mediante afinidad a ConA (Labriola et al., 1993), en el cual se han basado muchos grupos de 
investigación que trabajan con esta proteína como proteasa o antígeno, se obtiene en realidad una 
mezcla de proteasas Cz-SCP. Por lo tanto, en la literatura hay muchos ejemplos de estudios realizados 
con una mezcla de Cz-SCP o donde se refiere estar trabajando con la Cz inactivada utilizando 
inhibidores específicos de CPs, sin considerar que su contaminante, la SCP, continúa siendo activa 
(Duschak et al., 2009). 
 
II.3. Cruzipaína como Glicoproteína 
La Cz está codificada por varios genes, organizados en “tandem” repetitivos, los cuales están 
localizados en diferentes cromosomas homólogos. Los genes que codifican para la Cz son altamente 
conservados, cuando se comparan diferentes cepas de parásitos. 
La Cz es sintetizada como un precursor que contiene dominios PRE y PRO-enzima de 18 y 104 
aminoácidos, respectivamente y la proteína madura de 342 aminoácidos. La secuencia PRE de 18 
residuos constituye el péptido señal que la dirige a retículo endoplasmático. El dominio PRO de 104 
residuos, que contiene la señal a lisosoma, mantiene a la enzima en forma inactiva y participa en el 
proceso de plegamiento de la proteína. Se ha informado que el proceso de maduración de la Cz ocurre 
en el Golgi (Huete-Pérez et al., 1999; Wiederanders et al, 2000; Pietschmann et al., 2002). La 
proteína madura está formada por dos dominios.  El dominio catalítico está constituido por 215 
residuos, mientras el C-T de la proteína contiene 130 residuos y se puede dividir en tres regiones: los 
primeros 27 aminoácidos del dominio C-T, posiblemente actúen como una bisagra entre el dominio 
catalítico y la región central del mismo que contiene 74 residuos, y la región terminal del C-T es 
altamente hidrofílica y está formada por 27 residuos (figura 5.1) (Cazzulo et al., 1997). Hasta la 
fecha, se desconoce la función de este dominio. Dado que la enzima es activa en ausencia del C-T 
(Stoka et al., 1998), se ha propuesto que la función de este dominio, altamente antigénico, es desviar 







Figura 7. Diagrama del precursor de la cruzipaína. En la figura se representan los dominios y el número de 
aminoácidos que componen cada uno de ellos en la pre-pro-forma. En la parte inferior de la misma puede 
apreciarse la secuencia de la proteína madura, deducida de la secuencia de ADN del clon 1800-4 
(Campetella, et al., 1992). La proteína madura está compuesta por los aminoácidos enumerados desde la 
posición 1 al 342. Se muestra la cadena lateral y la posición aproximada de los aminoácidos de la triada 
catalítica dentro del dominio catalítico. Se señalan en el esquema los tres posibles sitios de N-glicosilación. En 
la secuencia peptídica, se muestran las secuencias de éstos sitios destacadas en negrita, los residuos que 
componen el dominio catálitico y el C-T se representan en color violeta y rosa, respectivamente. Las flechas 
indican los sitios de clivaje entre el dominio pro y el dominio catalítico y, entre éste último y el C-T. En negro y 
de mayor tamaño se indican los aminoácidos que componen la triada catalítica: C 25  , H 162 y N 182 . Las 
regiones bisagra, central e hidrofílica se señalan en el C-T (Esquema adaptado de Cazzulo et al., 1997; 
secuencia utilizada: >sp|P25779|CYSP_TRYCR Cruzipain OS=Trypanosoma cruzi). 
 
El peso molecular estimado de la enzima, a partir de su secuencia primaria, es de 36,6 kDa; sin 
embargo, el análisis electroforético en geles de poliacrilamida (PAGE) muestra un rango de pesos 
moleculares aparentes entre 35 y 60 kDa, dependiendo de las condiciones experimentales utilizadas 
(Martínez y Cazzulo, 1992). En la forma madura, el 10 % del peso de esta glicoproteína lisosomal 
está compuesto por carbohidratos de tipo alta manosa (Hellman et al., 1991). La estructura 




catalítico y otros cuatro en el C-T (Cazzulo et al., 1997). Se cree que el hecho de que la proteína se 
exprese como una mezcla compleja de isoformas (Cazzulo et al.,1995) ha impedido la obtención de 
cristales adecuados para la determinación de la estructura terciaria (Alvarez et al., 2002). Sin 
embargo, por medio de la cristalografía de rayos X del dominio catalítico de la enzima recombinante, 
denominado cruzaína, se observó que el polipéptido se organiza en dos subdominios que 
interaccionan y delimitan el sitio activo a modo de surco (Mc Grath et al., 1995), aunque se 
desconoce cómo es la estructura completa incluyendo el dominio C-T. Por otra parte, estudios de 
dicroísmo circular (DC) permitieron determinar la estructura secundaria de la Cz nativa compuesta 
por 19 % α-hélices, 35 % láminas-ß y 46 % de otros elementos conformacionales. Cuando se realizó 
el análisis de los espectros de DC del dominio catalítico de la cruzaína se determinó que la estructura 
secundaria está compuesta en un 29 % por α-hélices, 28 % por láminas ß y 42 % por otros elementos 
conformacionales. Mientras que el análisis de los espectros del dominio C-T, muestran que está 
formado por un 46 % láminas-ß y 54 % “random coil” (Stoka et al., 1998), lo cual le estaría 
confiriendo gran flexibilidad de movimiento a este dominio. 
La heterogeneidad encontrada en las isoformas de la Cz purificada a partir de epimastigotes, se 
debe esencialmente a la variación de los aminoácidos en la secuencia peptídica (polimorfismo 
existente en los genes), a la estructura de los motivos de glicosilación y probablemente también 
debido a otras modificaciones post-traduccionales presentes en el C-T (Cazzulo et al., 1995; Martínez 
et al., 1995, 1998; Duschak et al., 2003; Barboza et al., 2005; Duschak y Couto, 2009). Cabe destacar 
que la mayoría de las modificaciones no conservativas de la proteína madura, se encuentran en el C-
T. Algunos de estos cambios se producen a nivel de los residuos cargados, modificando los puntos 
isoeléctricos de estos péptidos, mientras que otros determinan la pérdida de cisteínas y por 
consiguiente de los puentes disulfuro que éstas formaban. Sin embargo, a pesar de la variedad 
presente en este dominio, se observó que en ningún caso se produce la pérdida de la Asn-255  
(residuos numerados a partir de la enzima madura) único sitio de N-glicosilación del dominio C-T, ni 
tampoco se produce la pérdida de los residuos de Thr (220 y 224 al 229)(Cazzulo et al., 1992). 
Diversos genes de la Cz o de su dominio C-T han sido clonados y secuenciados, evidenciando 
fundamentalmente cambios puntuales en la secuencia primaria de la proteína (Cz-1) (Campetella et 
al., 1992; Eakin et al., 1992). El gen de la cruzaína, fue clonado y expresado en forma recombinante, 
y corresponde solo al dominio catalítico de la enzima (Eakin et al.,1992). Un tercer gen, llamado Cz-




(Lima et al., 1994), se observó en su secuencia la pérdida de un puente disulfuro, y un potencial sitio 
de N-glicosilación con respecto a la Cz-1. La Cz-2 es expresada preferentemente por el parásito en los 
estadíos presentes en mamífero, tiene cambios a nivel de residuos del sitio activo y presenta diferente 
preferencia de sustratos. En coincidencia con las características descriptas para las proteínas 
expresadas  a partir del gen de la Cz 2, en nuestro laboratorio se purificó y caracterizó un grupo 
atípico de isoformas de Cz que no se adsorbían a ConA, que llamamos NACrI (non adsorbed 
Cruzipain isoforms) (Duschak et al., 2003). El clonado y expresión de la proteína madura completa a 
partir de los genes Cz 1 fue muy dificultoso en los diferentes sistemas tradicionales usados, 
probablemente debido a la presencia del dominio C-terminal. Finalmente, por medio del uso del 
sistema de expresión en baculovirus, se pudo expresar la molécula completa de Cz recombinante 
activa (Alvarez et al., 2002), pero no se logró aún la estructura cristalina de la misma. 
La Cz nativa madura es una glicoproteína, que presenta en su secuencia primaria tres sitios 
posibles de N-glicosilación y varios de O-glicosilación (Cazzulo et al., 1989; Cazzulo et al., 1990; 
Parodi et al., 1995). Los 3 sitios potenciales de N-glicosilación son: 33 NLS 35 , 169 NDS 171 y 255 NVT 
257 . Se sabe que el primero y el último están ocupados “in vivo”, el primer y segundo sitio se 
localizan en el dominio catalítico de la enzima, mientras que el tercer sitio se encuentra en el dominio 
C-T (Cazzulo et al., 1992; Metzner et al., 1996). La presencia de oligosacáridos de tipo alta manosa 
se identificó en ambos dominios (Parodi et al., 1995; Cazzulo et al., 1992). La Cz es modificada en el 
retículo endoplasmático y complejo de Golgi por acción de varias enzimas de tipo glicosidasas y 
glicosiltransferasas. Este complejo sistema de glicosilación permite la obtención de mezclas de 
oligosacáridos (figura 8) que varían entre sí en composición, complejidad y cantidad de 
monosacáridos (Dell y Morris, 2001). El análisis por espectrometría de masas UV-MALDI-TOF 
permitió evidenciar la presencia de cadenas híbridas monoantenarias y/o complejas biantenarias en el 
C-T, las cuales contenían además diferentes grupos cargados unidos a ellas, como ácido siálico y 
grupos sulfato (Barboza et al., 2003, 2005). Nuestro grupo de trabajo reportó por primera vez la 
presencia de una  estructura oligosacarídica sulfatada de tipo alta manosa, presente en el único sitio de 
N-glicosilación del dominio C-Terminal (Asn 255) de la Cz (Barboza et al., 2005).  La diversidad de 






Figura 8. Representación esquemática de la variabilidad de la modificación de N-glicosilación 
encontrada en la Cz a partir del core (estructura central) típico de T. cruzi en el estadío epimastigote. 
(Adaptado de Barboza et al., 2005).  
   
La presencia de oligosacáridos sulfatados unidos por enlace N-glicosídico, había sido reportada 
en virus (Bernstein HB & Compans RW, 1992) y en células de mamífero (Van Rooijen, et al., 1998, 
Kawasaki et al, 2001, Green et al., 1985, Noguchi et al, 1992, Pierce et al., 1986 ) con  implicancia 
mayormente en procesos específicos de reconocimiento molecular (Kawasaki et al., 2000, Honke et 
al., 2002). En T. cruzi habían sido descriptas estructuras sulfatadas formando parte de glicolípidos, 
representando antígenos comunes en la superficie del parásito y las células de mamíferos (Petry et al., 
1988, Uhrig et al., 1992). El único antecedente de oligosacáridos con alto contenido en manosa 
sulfatados como componentes de glicoproteínas, similares a las halladas en el C-T de T. cruzi,  fue  
descripto en glipocroteínas lisosomales de Dictyostelium discoideum, pero con Man-6-SO4 como 




sugieren la actividad de una sulfotransferasa aún no descripta en T. cruzi, la cual es motivo  de estudio 
en nuestro laboratorio. 
La Cz contiene residuos de Thr en su secuencia y una zona con varios de estos residuos 
consecutivos modificados en el C-T (Cazzulo et al., 1992). Previato et al., en 1998 describieron la 
presencia de actividad de la enzima uridina-difosfo-NAcGlc polipeptidotransferasa en T. cruzi,  la 
cual es capaz de transferir el azúcar NAcGlc a residuos de treonina. Recién en 2003 nuestro grupo de 
trabajo describió la presencia de O-glicosilación en la Cz conteniendo una unidad de GlcNAc en su 
dominio C-T (Barboza et al., 2003).  
  
II.4. Cruzipaína como cisteína proteasa 
Dentro de las CPs, las enzimas se agrupan en clanes y familias. Existen 6 tipos diferentes: la 
familia de la papaína, la de las calpaínas, la de las clostripaínas, la de CP de streptococcos, la de CP 
virales y las caspasas (conocidas también como apopaínas), siendo la familia de la papaína la mejor 
caracterizada (Rawlings y Barrett, 1994). Las familias enumeradas difieren en el orden de la 
secuencia de los residuos Cys e His. La actividad proteolítica de las CPs se basa en la triada catalítica 
ubicada en el sitio activo de la proteína. En el caso de las proteinasas pertenecientes a la familia de la 
papaína, esta triada está constituida por los residuos de Cys, His y Asn (Rawlings y Barrett, 1993 y 
1994). 
La secuencia de la Cz madura presenta un dominio catalítico, característico en las CPs tipo I de 
tripanosomátidos, con alta homología con la catepsina L de mamíferos y, a diferencia de otro tipo de 
CPs, presenta una extensión carboxilo terminal (C-T) cuya presencia parece estar restringida a CPs 
tipo I de tripanosomátidos, y no presenta equivalentes en CPs de eucariotas superiores (Martinez et 
al., 1998).  
La Cz es una endoproteinasa con una amplia especificidad de sustratos, capaz de hidrolizar 
proteínas nativas como caseína, gelatina o seroalbúmina bovina y proteínas desnaturalizadas, como 
insulina y hemoglobina, a pH óptimos entre 3 y 5 (Bontempi et al.,1984; Cazzulo et al., 1990a). Es 
capaz de digerir péptidos sintéticos, cromo y fluorogénicos, a pHs neutros y/o alcalinos entre 7 y 9. 
Proteoliza polipéptidos que contengan la secuencia VVGGPG o VVGAPA, las cuales están presentes 




respectivamente (figura 9) (Cazzulo et al., 1996). Esto explica porque la enzima madura es capaz de 
autoproteolizarse para dar una mezcla compleja de péptidos pequeños y el fragmento característico de 
peso molecular aparente de 25 kDa, correspondiente al C-T (Hellman et al., 1991). Utilizando 
péptidos cromogénicos pequeños se estudió la naturaleza y la posición de los residuos con respecto al 
sitio de corte, determinando que si bien es capaz de aceptar un amplio rango de aminoácidos en la 
posición P1, muestra una clara preferencia por residuos arginina y lisina (Arg y Lys). En la posición 
P2, requiere la presencia de aminoácidos hidrofóbicos o cargados positivamente; los aminoácidos 
arginina, leucina, fenilalanina o valina fueron los más efectivos, y su especificidad aumenta si se 
encuentra prolina en posición P1 (Cazzulo et al., 1990a; Cazzulo et al., 1996; Del Nery et al.,1997). 
En la posición P3 muestra una menor especificidad, con ligera preferencia por residuos cargados 
positivamente (Serveau et al., 1996; Del Nery et al., 1997). Contrariamente a lo observado en la 
posición P2, en la posición P4 fueron aceptados numerosos aminoácidos con excepción de los 
residuos hidrofóbicos más voluminosos (Harris et al., 2000). La Cz mostró los valores máximos de 
v/Km con los sustratos sintéticos Z-VVR-pNA, Z-RR-OMe-ß-NAm, ßz-Pro-Phe-Arg-pNA, y Z-FR-
OMe-ß-NAm (Cazzulo et al., 1990; Cazzulo et al.,1996). Esta proteasa tiene un amplio rango de 
hidrólisis (Raimondi et al., 1991). La especificidad de las enzimas recombinantes cruzaína y Cz-2 
(Dos Reis et al., 2006) también ha sido estudiada; los resultados experimentales mostraron una 
preferencia por sustratos diferentes en comparación con la Cz-1 (Del Nery et al., 1997; Lima et al., 
2001). 
 
Figura 9. Representación de la estructura de la proforma de la cruzipaína. Se muestran las dos 
secuencias aminoacídicas correspondientes a las zonas de clivaje. La proteasa es capaz de autoproteolizarse, 
liberarse del dominio PRO, formando así la proteína madura. El segundo sitio de clivaje se encuentra ubicado 
entre el dominio catalítico y el C-T. Este autoclivaje libera el dominio C-T. Los símbolos en color (ψ) indican los 
tres sitios de N-glicosilación de la Cz, dos en el dominio catalítico y otro en el dominio C-T. Figura modificada 
de Duschak y Couto, 2009.  
 
II.5 Cruzipaína, propiedades antigénicas. 
La Cz ha sido considerada entre los principales antígenos candidatos para  el desarrollo de 




de inmunización en ratones con Cz utilizando :  Cz nativa (ConA) inactivada con inhibidores de CPs 
en combinación con CFA (Giordanengo et al, 2002); Ag 163B6 en combinación con diferentes 
adyuvantes CpG-ODN, Al2O3, CFA (Frank 2003, Frank, 2008); Cz, dominio N-terminal o catalítico, 
dominio C-Terminal recombinantes en combinación con CpG-ODN (Cazorla, 2010); Cz 
recombinante y DNA codificante para Cz asociado a Salmonella entérica por diferentes vías de 
administración (Cazorla et al., 2008); Cz nativa purificada por Mono Q inactivada combinada con 
AIF y C-T nativo + AIF (Acosta et al., 2008), entre muchos otros.  
En modelos murinos de infección crónica por T. cruzi se demostró que la Cz es blanco tanto de 
células B como de células T CD4 
+
 y que muchos de los epítopes responsables de la inmunogenicidad 
de la Cz se encuentran preservados en la proteína recombinante, demostrando que esta molécula 
presente en el parásito es inmunogénica (Schnapp et al., 2002). Por otro lado también se demostró 
que la Cz es capaz de estimular la producción de citoquinas por esplenocitos de ratón inmunizado 
(Giordanengo et al., 2002). 
En estudios de respuestas de células T en humanos, se demostró la capacidad del antígeno 
GP57/51 purificado de promover específicamente la proliferación de células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC) in vitro, sugiriendo que la inmunidad contra  esta glicoproteína es un componente 
importante de la respuesta inmune contra T. cruzi en humanos (Gazzinelli et al, 1990) 
En la infección natural la antigenicidad de esta enzima ha sido demostrada a través de la 
presencia de anticuerpos específicos tanto para Cz como para su dominio C-Terminal en sueros de 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica (Martinez et al., 1991). La mayoría de los anticuerpos 
estaban dirigidos a la extensión C-Terminal, indicando la presencia de epítopes  inmunodominantes, 
específicos para células B,  en este dominio (Arnholdt  et al., 1993; Martinez  et al., 1993). Hasta el 
momento se desconoce la función biológica del C-T, sin embargo,  ensayos de inmunoprecipitación 
con anticuerpos específicos para C-T demostraron que no se encuentra involucrado con la actividad 
de la enzima. Por lo tanto, la  Cz consiste en un dominio catalítico y un dominio C-Terminal no 
enzimático e inmunodominante (Martinez et al., 1993). De este modo, el C-T podría estar protegiendo 
la actividad catalítica esencial para la supervivencia del parásito (Del Nery et al., 1997). 
El  extremo C-Terminal de la Cz, es un dominio muy peculiar que contiene entre sus 
modificaciones post-traducionales  O-NAcGlc (Barboza et al., 2003) y en el sitio de N-glicosilación 




sobre las propiedades antigénicas de oligasacáridos sulfatados de tipo alta manosa había sido 
reportado en Dictyostelium discoideum (Freeze et al., 1990). En 2008, nuestro equipo de trabajo 
demuestra por primera vez  que las glicoproteínas sulfatadas presentes en tripanosomátidos son 
capaces de montar una respuesta inmune específica humoral y celular y de generar alteraciones 
ultraestructurales en tejido cardíaco de ratones BALB/c inmunizados con C-T.  También 
demostramos que la respuesta inmune humoral específica para sulfatos fue principalmente del tipo 
IgG2b (Acosta, et al, 2008).  
La antigenicidad de los epítopes sulfatados también fue evidenciada en pacientes con 
enfermedad de Chagas. Además de describir la asociación entre los niveles de anticuerpos específicos 
para Cz y la severidad de la enfermedad de Chagas crónica en pacientes (Duschak et al.,  2001a)  
hemos reportado que los pacientes crónicamente infectados con T. cruzi montan una respuesta inmune 
humoral específica para las glicoproteínas sulfatadas.  A su vez esos anticuerpos IgG2 sulfato 
específicos se correlacionan de manera inversa con la severidad de la patología cardíaca, indicando 
que las moléculas sulfatadas pueden estar relacionadas con la progresión de la enfermedad de Chagas 
crónica (Acosta et al., 2008). 
Cabe destacar la existencia de reactividad cruzada entre Cz y los sulfátidos del parásito, 
atribuída a la presencia del epítope sulfatado en ambas moléculas. Los sulfátidos no sólo son 
reconocidos por sueros policlonales específicos para Cz o C-T, sino que también son reconocidos por 
los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas (Acosta et al, 2012). Recientemente hemos 
reportado la existencia de cadenas cortas de oligosacáridos de tipo alta manosa sulfatados en la SCP. 
Este epítope aniónico  mostró ser responsable de la reactividad cruzada entre Cz y SCP, siendo las 
únicas glicoproteínas sulfatadas descriptas en T. cruzi hasta el momento, y del reconocimiento de la 
SCP como antígeno minoritario por los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crónica 
(Soprano et al, 2016, manuscrito enviado a The FEBS Journal). 
 
II.6. Reacción cruzada entre la cruzipaína y la miosina 
La miosina es una de las proteínas cardíacas más abundantes. Está constituida por dos unidades 
de cadenas pesadas de 230 kDa cada una y 4 unidades de cadenas livianas de 20kDa. La cadena 
pesada de esta molécula constituye aproximadamente 50 % del total de las proteínas cardíacas. 




autoinmunidad cardíaca como enfermedades reumáticas cardíacas (Root-Berstein, 2014),  o 
cardiomiopatía autoinmune murina post Coxsackie B3 (Neu et al, 1987 ). 
En la infección por T. cruzi se ha observado la producción de anticuerpos que presentan 
reacción cruzada con varias proteínas cardíacas, incluyendo a la miosina (Tibbett et al, 1984), 
respuestas de inmunidad celular frente a miosina en humano y ratones (Cunha-Neto et al, 1996; Rizzo 
et al, 1989) así como también puede desarrollar autoinmunidad cardíaca humoral y celular durante la 
infección aguda por T. cruzi en huéspedes genéticamente susceptibles (Leon et al, 2001). A su vez, 
inmunizaciónes con proteínas de T. cruzi en ausencia de infección inducen autoinmunidad 
confirmando la existencia de una mímica entre el parásito y los tejidos del hospedador (Laucella et al, 
1996; Mortan et al, 2000). 
La inmunización de ratones susceptibles con miosina generó autoanticuerpos específicos para 
miosina causando miocarditis  en los mismos (Malkiel et al., 2000). Se demostró que la inmunización 
con miosina cardíaca o antígenos da  reactividad cruzada de manera bidireccional (Leon et al, 2004). 
Mediante estudios de inmunización con Cz en ratones se confirmó la reactividad cruzada existente 
entre la Cz  y  una proteína de 223 kDa, cuyo análisis por EM confirmó que se correspondía con la 
cadena pesada de miosina de ratón (Giordanengo et al, 2000) Este mismo estudio describió que la 
inmunización con Cz indujo expansión clonal de células T y B específicas para miosina esquelética y 
autoanticuerpos específicos para miosina cardíaca. Además, mostró que el isotipo IgG2a es el que 
presenta mayor reconocimiento al confrontar  miosina con suero específico para Cz. 
El análisis realizado por medio del alineamiento de las secuencias proteicas de la Cz y de la 
cadena pesada de la miosina de ratón reveló una homología muy baja entre ambas proteínas excepto 
por la existencia de 3 secuencias lineales cortas comunes a ambas moléculas (Giordanengo et al., 
2000). Estas secuencias lineales correspondieron a los residuos localizados en las posiciones 39 a 44, 
266 a 270 y 295 a 299 en la Cz y presentan homología con las posiciones 1456 a 1461, 112 a 116 y 11 
a 15 en la miosina, respectivamente (figura 10). Se encontraron epitopes homólogos entre Cz y 
miosina conteniendo Treonina en posición 114, 116 o 117, siendo un sitio posible de O-glicosilación 








Figura 10. Esquema de las secuencias peptídicas de la cruzipaína y de la cadena pesada de la miosina. 
Las secuencias peptídicas lineales homólogas entre ambas proteínas son las correspondientes a los residuos 
39-44, 266-270 y 295-299 en la Cz y a las secuencias 1456-1461, 112-116 y 11-15 de la miosina, 
respectivamente (Adaptado de Giordanengo et al, 2000). Las secuencias  266-270 y 295-299 se encuentran 
localizadas en el dominio C-T de la Cz. 
 
En trabajos publicados previamente por nuestro grupo se demostró que la Cz como 
glicoproteína, se encuentra tanto O- como N-glicosilada (Barboza et al., 2003 y 2005). En la 
modificación de tipo O- glicosilación se determinó la presencia del azúcar NAcGlc en el C-T de la 
molécula (Barboza et al., 2003). Esta modificación no es común en las glicoproteínas de este parásito. 
Está descripto que la miosina, al igual que otras proteínas cardíacas, se encuentra O-glicosilada con el 
mismo azúcar (Cieniewski-Bernard et al., 2004; Hu et al., 2009). NAcGlc, constituye un epítope 
inmunodominante en infecciones murinas con Streptococo tipo A responsable de generar 
“autoinmunidad” durante la enfermedad mediante anticuerpos específicos involucrados en el daño 
valvular (Malkiel et al., 2000).  Resultó interesante demostrar que O-NAcGlc constituye un epítope 
común entre Cz y miosina y entre Cz y otras proteínas cardíacas que contienen O-NAcGlc. La 
reactividad cruzada entre Cz y miosina se atribuye principalmente al dominio C-Terminal de la 











Figura 11. Inmunomicroscopía electrónica con partículas de oro de una sección de tejido cardíaco de 
ratón inmunizado con C-T. Se muestra la sección de tejido cardíaco de un ratón inmunizado con el antígeno 
C-T confrontado con suero policlonal de conejo específico para Cz antes (A) y después (B) de la adsorción 
con exceso de miosina. Las barras en a y b representan 200 nm. Fibra: f y mitocondria: m. C) Análisis de la 
reactividad cruzada heteróloga entre la Cz y la miosina y/u otras proteínas cardiacas en fibra de tejido 
cardiaco de ratones inmunizados con C-T.El análisis fue realizado por inmunomicroscopía electrónica 
mediante el recuento del número de partículas de oro por campo en una sección de tejido de ratón inmunizado 
con C-T confrontado con suero policlonal de conejo específico para Cz y para C-T, previa y posteriormente a 
la adsorción con exceso de miosina. Se utilizó seroalbúmina bovina (BSA) como control de adsorción (Cz-
BSA, C-T-BSA). Cabe mencionar que la reactividad no específica presente en tejido de ratón control no 
inmunizado fue descontada.••• Suero de conejo específico para Cz y C-T antes (Cz, C-T) y después de ser 
adsorbido con  miosina (Cz-M, C-T-M). •••P<0.0001 (Adaptado de Acosta et al, 2011) 
 
II.7. Cz como factor de patogenia 
La Cz, con sus diferentes localizaciones en todos los estadíos del parásito, constituye un blanco 




mecanismos de invasión del parásito,  en la evasión de la respuesta inmunológica del huésped y en la 
patogenia de la enfermedad,  por lo tanto representa un factor de virulencia y patogenia de T. cruzi. 
T. cruzi es capaz de evadir la respuesta inmunológica del huésped a través del clivaje del Fc de 
las moléculas de IgG, permitiendo que el fragmento Fab proteja o enmascare los antígenos de 
superficie del parásito, en  lugar de ejercer la función de anticuerpos opsonizantes y ser fagocitados o 
de activar la cascada del complemento. La Cz es capaz de digerir IgG e hidrolizar el  Fc en pequeños 
péptidos, sugiriendo el rol de la  Cz en este mecanismos de defensa de T. cruzi  llamado fabulación 
(Bontempi et al, 1990). Además,  se realizaron estudios bioquímicos para evaluar la digestión de 
todas las clases de IgGs humanas con Cz. En condiciones fisiológicas, la enzima fue capaz de clivar  
la “hinge” o bisagra  de la Y y las cadenas pesadas de las IgGs  produciendo fragmentos Fc'-like de 14 
kDa, candidatos potenciales para bloquear o saturar a los receptores Fc sobre las células 
inmunocompetentes. Los resultados indicaron que todos los fragmentos obtenidos post-corte podrían 
impedir las capacidades de unión y las funciones efectoras de IgGs específicas y que la Cz podría 
modular la producción y longitud de los diferentes fragmentos IgG biológicamente activos y/o 
inactivos (Beresain, et al., 2003).  
En estudios  in vitro de interacción de macrófagos con Cz purificada por ConA se describió que 
la Cz sólo induce la activación alternativa de macrófagos, incrementando la capacidad fagocítica con 
disminución de la capacidad lítica del macrófago. La enzima involucrada es la  arginasa, que utiliza 
como sustrato L-arginina con producción de urea y L-ornitina. En la vía alterna de activación de 
macrófagos estos secretan IL-10 y TGF-β. A diferencia de la vía clásica de activación, estimulada por 
citoquinas Th1, donde  la enzima iNOS  (óxido nítrico sintetasa inducible) produce ON (óxido 
nítrico) y L-citrulina a partir de L-arginina (Peluffo et al, 2004; Stempin et al, 2002). Luego de la 
activación con Cz, cuando estas células son infectadas con T. cruzi, se incrementa la sobrevida del 
parásito, contribuyendo a la replicación y persistencia de T. cruzi dentro de las células infectadas 
(Stempin et al., 2002). Este mecanismo puede influir en la patogénesis y favorecer la progresión hacia 
un estadío crónico de la enfermedad (Gea  et al, 2006) 
Se encontraron diferencias cualitativas y cuantitativas en la Cz de cepas virulentas y atenuadas. 
Aunque las cepas avirulentas expresan Cz activa y su distribución no difiere, se sugirió que expresan 
diferentes isoformas (Paiva et al, 1998). La invasión y la patología por T. cruzi resulta del balance  




se  seleccionan poblaciones de parásitos con creciente capacidad de invasión. Contrariamente,  el 
mantenimiento in vitro a largo plazo produce cepas atenuadas en su capacidad infectiva para 
mamíferos. Comparando cepas atenuadas de T. cruzi  (Tul 0, TCC, e Y null) con sus pares virulentos 
(Tul 2, Tulahuen e Y, respectivamente), todas las cepas atenuadas mostraron leve actividad 
proteolítica sobre gelatina como substrato, y diferencias en la movilidad electroforética y la 
reactividad inmunológica de la Cz con respecto a las cepas virulentas. Las cepas atenuadas  mostraron 
bandas de Cz de menor densidad y menor movilidad. Estos resultados confirman que la enzima es un 
factor de virulencia en la relación huésped/parásito. (Duschak et al.,  2001b). 
Entre los factores de patogenia también se describe que la Cz demostró ejercer in vitro 
regulación positiva sobre la expresión de numerosos receptores de superficie entre ellos: TLR2 
(Guiñazú et al, 2007) RMM ( Garrido et al., 2011 ), RB1 y RB2 (Scharfstein et al, 2000). Estos 
receptores de un modo u otro participan favoreciendo la infección o la persistencia del parásito.  
Las kininas y sus receptors correspondientes se identificaron como la vía de activación ligada a 
Cz para la señalización e invasión por T. cruzi de células no fagocíticas tales como células 
endoteliales y cardiomiocitos. La actividad kininogenasa de la Cz con liberación de kininas asociada a 
la invasión por T. cruzi, fue propuesta como factor de virulencia (Scharfstein et al., 2000). 
El kininógeno actúa como inhibidor fisiológico principal, debido a su afinidad por las CPs y por 
sus concentraciones elevadas en plasma (Mottram et al, 1998). Sin embargo, se demostró la actividad 
kininogenasa de la Cz, capaz de liberar kininas proinflamatorias a partir del kininógeno humano. La 
Cz convierte la pre-kalikreína plasmática en α-kalikreína, siendo una forma indirecta del parásito de 
liberar bradikinina. Es probable que éste sea el mecanismo usado por T. cruzi para atravesar los 
capilares sanguíneos y propagarse por los tejidos (Del Nery et al, 1997). De esta manera la invasión 
de las células del huésped está mediada por Cz e involucra los receptores de Bradikinina B2 (B2R) 
(Scharfstein et al,  2000) 
La Cz participa en la internalización del T. cruzi en las células de mamíferos, lo que ha sido 
demostrado usando inhibidores específicos de la enzima que interfieren en la invasión celular y en la 
replicación del parásito (Souto-Padron et al, 1990, Meirelles et al, 1992) 
T. cruzi emplea múltiples estrategias moleculares y diferentes moléculas para invadir una célula 
no fagocítica. La adhesión celular es mediada por miembros de glicoproteínas de superficie de la 




descripto dos mecanismos peptidasa-dependientes inducidos por Ca
2+  
en células de mamífero. Uno de 
ellos involucra serina endopeptidasas, oligopeptidasas (Burleigh et al, 1995, 1998, Caler et al, 1998) 
y el otro requiere la participación de la Cz secretada/lisosomal (Scharfstein et al, 2000). Los 
tripomastigotes deben atravesar  la matriz extracelular para alcanzar las células del hospedador. El 
mecanismo de invasión involucra los siguientes pasos: 1) la unión de los tripomastigotes a la matriz 
extracelular usando moléculas tales como gp85 y penetrinas. 2) la traslocación a través de la matriz 
usando prolilologopeptidasas (POP) y gp80 capaces de hidrolizar colágeno y fibronectina. 3) la 
adhesión y la invasión de la célula blanco  mediada por gp85, TS y/o mucinas. 4) Finalmente, la 
unión de los tripomastigotes a la célula blanco induce la activación de oligopeptidasa B generando la 
inducción de agonistas de Ca
2+
 en la célula del hospedardor. En este paso se libera Cz en la zona de 
yuxtaposición del parásito y la célula blanco, que interviene indirectamente gatillando respuestas de 
Ca
2+
 en células del hospedador (Yoshida et al, 2006). La participación de  Cz en este paso está 
asociada a su actividad kininogenasa generando bradikinina. La infectividad de T. cruzi  se regula de 
manera positiva mediante la activación de la cascada de las kininas por  acción de la Cz (Scharfstein 
et al, 2000, Todorov et al, 2003). Adicionalmente, se reportó una ruta de invasión alternativa, 
proteólisis- dependiente mediada por Cz, que no es bloqueada por antagonistas del receptor de kinina 
(Aparicio et al, 2004). 
 
 
Figura 12. Participación de la Cz en la interacción de los tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi con 
las células blanco. Paso 1: unión a la matriz extracelular mediante el uso de gp85 y penetrina, capaces de 
interaccionar con laminina, fibronectina, colágeno, heparina. Paso 2: Translocación a través de la matriz por la 
actividad proteolítica de POP gp80 sobre colágeno o fibronectina. Paso 3: Adhesión e invasión de las células 
blanco mediadas por gp85, TS y/o mucinas. Paso 4: La unión de los tripomastigotes a las células blanco 
induce la activación de la oligopeptidasa B que genera agonistas de Ca
2+ 
y la liberación de Cz  gatilla 
indirectamente la respuesta de Ca
2+





Un estudio reciente  ha demostrado que  la expresión de Cz, de trans-sialidas (TS) y de 
proteínas regulatorias del complemento (CRP) actuan como factores de virulencia del parásito. Tanto 
la capacidad de invasión in vitro como la infectividad in vivo en ratones,  disminuyó tratando 
previamente a los parásitos con “antisense”, inhibidores de la traducción, específicos para TS o CRP, 
o con E64d, inhibidor irreversible de la actividad cisteín proteasa de la Cz (San Francisco, et al., 
2016) 
Otro mecanismo de patogenia descripto involucra a la Cz (CzConA) a través del efecto 
antiapoptótico que la misma ejerce en miocitos cardíacos, este mismo efecto cardioprotector se 
observó en la infección con  tripomastigotes  (Aoki et al, 2004, Aoki et al 2006).  
Girones y Fresno han postulado que tanto la persistencia de T. cruzi  como  la respuesta immune 
inducida frente a múltiples antígenos miocárdicos pueden participar en el daño cardíaco. En ambas 
especulaciones la Cz desempeñaría un rol importante en la progresión de la enfermedad (Girones et 






















III. Espectrometría de Masa. 
III.1. Generalidades 
Se denomina Espectrometría de Masa (EM) a un conjunto de técnicas utilizadas para 
caracterizar una muestra o analito mediante la determinación de masas. El proceso consta de tres 
pasos fundamentales. El primero es la ionización del analito sometiéndolo a un fuerte campo eléctrico 
y/o magnético. Una vez que la muestra adquiere carga se separa en un analizador según la relación 
masa/carga (m/z) que este obtenga. Finalmente la muestra llega al detector según esta relación 
generando información acerca de su peso molecular y la pureza de la misma. 
 
Figura 13. Procesos que ocurren dentro de un espectrómetro de masa (Erra Balsells, 2004) 
 
La característica que todos los espectrómetros de masa tienen en común es medir  la relación 
m/z de iones gaseosos haciendo uso de campos eléctricos y/o magnéticos. La exacta medida de este 
valor para las moléculas gaseosas ionizadas del analito (ion molecular) dará información sobre su 
masa molar (peso molecular). La técnica permite además, obtener información relevante como los 
grupos funcionales o bloques estructurales presentes en el analito, así como la secuencia que los 




del ion molecular, cada fragmento iónico será detectado con su propio valor de m/z. El conjunto de 
fragmentos formados es característico de cada analito y depende de su estructura química (“huella 
dactilar”). Por lo tanto, del análisis de los fragmentos obtenidos se obtiene información sobre la 
estructura química del analito en cuestión (Mc Lafferty y Turecek, 1993, Budzikiewicz et al, 1964, 1967, 
Erra Balsells, 2004). Actualmente, se han desarrollado equipos que permiten el trabajo con más de un 
analizador alineado, conocido como EM en “tandem”. De esta forma, los iones hijos y/o nietos que se 
generen por la fragmentación del ión padre pueden ser seleccionados y analizados. Por lo general, este 
tipo de EM se utiliza en el trabajo de secuenciación (Morris et al., 1996; Medzihradszky et al., 2000; 
Johnson et al.,1990; Sheeley y Reinhold, 1998). 
El uso de la espectrometría de masa (EM) apunta  a la determinación de:  
I)  Masas moleculares (pesos moleculares) 
II)  Fórmula molecular (C v H w N x O y Cl z …)       
III)  Estructura química (Fragmentación) 
 
III.2. ¿Qué es EM-UV-MALDI-TOF? 
Se conoce como EM-UV-MALDI-TOF a un tipo de espectrometría de masas cuyo método de 
desorción-iónización es inducida por una matriz excitable por un láser ultravioleta, y el analizador 
acoplado es del tipo de tiempo de vuelo. 
 
III.2.a. Método de iónización 
El empleo de matrices orgánicas fotosensibles ha dado lugar al desarrollo de técnicas modernas 
de volatilización/ionziación suave, tales como MALDI (“matrix-assisted laser desorptión-
ionizatión”) (Tanaka et al., 1988; Hillenkamp y Karas, 1988), haciendo posible  el análisis mediante 
espectrometría de masa de biomoléculas termolábiles e incluso de alto peso molecular.  
Los métodos de ionización suave, con fragmentación escasa o nula, brindan información sobre 
el ión molecular, con elevada sensibilidad, en el orden de fentomol o átomomol. Se aplican al análisis 
de péptidos, proteínas y sus modificaciones post-traduccionales, al análisis de nucleótidos, de hidratos 




La EM-UV-MALDI fue introducida en el año 1988 por Karas y Hillenkamp. El analito disuelto 
en un exceso de matriz que generalmente consiste una molécula fotosensibilizadora pequeña, con 
capacidad de absorber la energía transmitida por el láser, inducir su desorción y transferirla al analito, 
promoviendo la desorción-iónización del mismo. Tanto la muestra como la matriz se depositan sobre 
una placa de metal o electrodo, se deja evaporar el solvente y se forma un cristal analito-matriz. 
Luego, la placa se coloca en el espectrómetro y el haz de fotones del láser UV (de 260 a 360 nm, 
rango de luz ultravioleta), se enfoca hacia el portamuestras a través de un sistema óptico de lentes. El 
láser se utiliza en forma pulsada y cada pulso tiene una duración del orden de nanosegundos. El 
impacto produce la absorción de energía por parte de la matriz, su ionización y desorción, pero 
también permite la desorción- iónización del analito vecino o próximo a la molécula de matriz (Karas 
y Hillenkamp, 1988),  el cual suele protonarse y desprotonarse generando iones predominantemente 
monovalentes. Una vez en fase gaseosa, se producen iones radicales de la matriz, que actúa a su vez 
como fuente dadora de protones o electrones, dependiendo del tipo de ionización positiva o negativa 
que se haya seleccionado. Inmediatamente después de producido el proceso de ionización, los iones 
cargados y en fase gaseosa entran en la región del analizador. 
 
Figura 14. Representación esquemática de los componentes que intervienen en la espectrometría de masa UV-
MALDI. A) Método de ionización de la muestra. La muestra en exceso de matriz forman un cristal que es impactado  por 
un pulso laser UV promoviendo la ionización/volatilización del analito/matriz. Los iones cargados por acción de vacío y un 
campo eléctrico ingresan en el analizador. B) Pasos de una espectrometría de masa UV-MALDI-TOF. Con el impacto láser 





) (según el tipo de ionización) ingresan al analizador y son captados por  el detector, donde se codifica la 






III.2.b. Analizador, TOF. 
En esta zona del equipo, los iones son separados en base a su relación m/z, dentro del rango de 
masas seleccionado.  Se han desarrollado varios tipos de analizadores permitiendo diversas 
combinaciones. La fuente de MALDI se suele acoplar comúnmente a un analizador de tipo tiempo de 
vuelo (TOF). 
Se asume que el campo eléctrico que se produce a la entrada del analizador deja a todas las 
moléculas cargadas con la misma energía cinética. Las partículas aceleradas entran en el analizador, 
tubo de longitud variable según el modelo, en el cual no actúa ningún tipo de campo. El hecho que 
todos los iones (ya sea partículas de matriz o analito) que entren tengan la misma energía, indica que 
sus velocidades dentro del tubo variarán de forma inversa a sus masas respectivas. Por lo tanto, la 
separación se producirá de acuerdo a la masa de cada compuesto, llegando primero al detector los 
iones más livianos. Esto implica que el analizador de tiempo de vuelo TOF (“time of flight”), 
determina el tiempo que tardan los iones acelerados en llegar al detector. Los tiempos que tarden las 
moléculas dependerán entonces de la masa del analito (Gomis Yagües, 2008). 
Sin embargo, la naturaleza pulsada del proceso de desorción-iónización genera iones que no 
presentan en realidad la misma EC inicial de distribución, generando baja resolución y provocando 
espectros de picos anchos.  Por lo tanto, surgió la incorporación de un reflector de iones dentro del 
analizador, que provoca un retardo eléctrico o desaceleración de los iones y un re-direccionamiento de 
los mismos hacia un segundo detector (figura 15). Este re-enfoque compensa las diferencias de 
tiempo de vuelo de los iones con el mismo m/z y energías cinéticas levemente distintas. Estos equipos 
lograron mejorar la resolución, aunque a expensas de una pérdida en la sensibilidad. Este tipo de 
analizadores permite realizar mediciones tanto en  modo reflectrón, incluyendo dos detectores, como 













Figura 15. Representación esquemática de los dos posibles modos de trabajo en EM-UV-MALDI-TOF. 
En el modo lineal, los iones son acelerados a la entrada del analizador y luego son separados en el 
analizador. En el modo reflectrón, los iones acelerados que están volando en el analizador hacia el detector 
del modo lineal son re-direccionados dentro del tubo hacia un segundo detector, logrando con esto una mejor 
resolución de separación de los iones. 
 
III.2.c. Ventajas y desventajas 
Entre las ventajas  de analizar compuestos por EM-UV-MALDI-TOF  se destaca  la simplicidad 
espectral y el rango de valores de m/z en que es aplicable. Así, para macromoléculas con masas 
moleculares de hasta 500 kDa, controlando la condiciones experimentales (“potencia laser umbral”), 
se producen casi exclusivamente iones moleculares monocargados (m/z con z=1) estables, sin inducir  
fragmentación. Cada señal observada corresponde en principio al ion molecular de una especie 
química, brindando a su vez información de la pureza de los compuestos. También permite analizar 
mezclas cuantificando las señales correspondientes a las diferentes  especies químicas (Erra Balsells, 
2004).  
Cabe mencionar entre las desventajas de la técnica: la dificultad en la  elección de la matriz 
adecuada, el ruido de fondo generado por la matriz, la imposibilidad de estudiar interacciones no 
covalentes y complicaciones en el estudio de compuestos menores a 1kDa. 
 
III.2.d. Matrices 
En la EM-UV-MALDI, la absorción de los fotones por parte de un compuesto orgánico es 




pequeñas de ácidos orgánicos sustituidos que tienen la capacidad de absorber la longitud de onda 
irradiada por el láser, lograr la separación de sus moléculas por el impacto del laser y de iniciar o 
participar  en  la ionización del analito (Karas y Hillenkamp, 1988). Para que un compuesto sea usado 
como matriz, debe cumplir los siguientes requisitos: en primer lugar, debe absorber la luz del láser 
(Patricelli et al, 2001); en segundo lugar, debe permitir la separación del analito, lo cual se logra 
mediante el agregado de matriz en exceso con respecto a muestra y en tercer lugar, debe facilitar la 
transferencia de un protón desde su forma electrónicamente excitada hacia las moléculas de analito 
para producir la ionización de los mismos (Strupat, 2005). Existe una gran variedad de matrices y 
combinaciones de las mismas que se emplean de acuerdo a la naturaleza del analito, y a sus 
propiedades fisicoquímicas (solubilidad, polaridad, etc) (Zenobi y Knochenmuss, 1998). A modo de 
ejemplo, el ácido Gentísico (DHB) es utilizado como matriz para proteínas, glicoconjugados, hidratos 
de carbono, polímeros sintéticos, muestras biológicas (Strupat et al., 1991) o 3-aminoquinolina es 
utilizada para el análisis de polisacáridos (Metzger et al, 1994). Sin embargo, todavía no han sido 
perfectamente esclarecidos los procesos por los cuales ocurre la volatilización/ionización de la 
muestra. De esta manera, la elección de la matriz es un procedimiento completamente experimental, 
ya que no se ha encontrado hasta el momento cual es la relación entre la estructura química de la 
matriz y su efectividad para la obtención de buenos resultados por espectrometría de masa UV-
MALDI. 
 
III.2.e. Preparación y siembra de la muestra 
Generalmente, la relación de concentración entre el analito y la matriz puede variar dentro del 
orden de 1:1000 a 1:100000 mol/mol.  
Existen dos formas de preparación de la muestra ampliamente difundidas; en una, la mezcla 
analito-matriz se hace en conjunto para obtener una solución homogénea y en la otra, no se prepara 
una mezcla propiamente dicha, sino que se realiza una siembra en capas (sándwich).  Sin embargo, 
independientemente de cómo se deposite la matriz/analito  en el portamuestras, la matriz siempre 







La identificación del patrón de expresión de hidratos de carbono en una célula o tejido obtenida 
mediante espectrometría de masa UV-MALDI dió lugar a una nueva disciplina que se conoce como 
“Glicómica” (Zaia, 2004). 
Los hidratos de carbono son los compuestos más abundantes y estructuralmente diversos que 
existen en la naturaleza otorgando gran diversidad a glicoproteínas y glicolípidos, debido a las 
múltiples combinaciones posibles de monosacáridos, sumado a la presencia de ramificaciones, 
aumentando aún más la complejidad (Laine, 1994).  
Hace dos décadas, estructuras sulfatadas fueron descriptas en T. cruzi. Se determinó que las 
mismas formaban parte de glicolípidos y representaron antígenos comunes entre la superficie del 
parásito y de las células de mamífero (Vermelho et al., 1997; Petry et al., 1991; Uhrig, et al., 1992). 
La a presencia de oligosacáridos sulfatados con enlace N-glicosídico  se describió también en virus 
(Bernstein HB & Compans RW, 1992)  y especialmente en células mamíferas (Kawasaki, etal., 2000; 
Van Roigen, et al, 1998). Pero, en el 2005, el  uso de EM-UV-MALDI-TOF nos permitió demostrar 
por primera vez la presencia glicoproteínas sulfatadas en tripanosomátidos. Se identificaron especies 
de NAcetil Glucosamina con 3 a 9 residuos de manosa (GlcNAc 2 Man 3, GlcNAc 2 Man 9) en el 
único sitio de N-glicosilación  presente en el dominio C-T de la Cz. La presencia de especies 
sulfatadas con cantidades crecientes de residuos de manosa sugirió que el grupo sulfato se localiza en 
el core de chitobiosa en coherencia con el hecho de que usualmente las modificaciones están 
presentes en esta unidad mientras la estructura del “core” (de chitobiosas) se va sustituyendo con 
manosas  (Barboza et al.,  2005).   
De manera interesante, en el 2008 nuestro equipo de investigación ha reportado las propiedades 
antigénicas de la estructura oligosacárida sulfatada peculiar presente en el dominio C-T (Acosta et al., 
2008), determinando el comienzo de un estudio estructural detallado para determinar la influencia del  
tipo, la cantidad y la localización del grupo con carga aniónica en la inmunogenicidad del epítope 
(Couto, et al., 2012). 




I) moléculas con diferencias en la cantidad de cargas aniónicas (disacáridos mono 
y disulfatados, poligalacturonatos sulfatados, derivados sulfatados de la degradación de la 
heparina) 
II) moléculas con diferentes grupos aniónicos (sulfatos, fosfatos, galacturonatos), 
que a su vez las diferencia en cuanto a su acidez. 
III) Moléculas que difieren en  la posición del grupo aniónico. 
 










Monosacáridos sulfatados en diferente posición 
 
Figura 16. Carbohidratos con carga aniónica necesarios para el análisis estructural del epítope sulfatado presente 
en el sitio de N-glicosilación del dominio C-Terminal de la Cruzipaína. Moléculas con diferente cantidad de cargas 
aniónicas: Di 1S, Di2S (disacáridos monosulfatados y disulfatados respectivamente); Deg Hep (productos de 
degradación parcial de la Heparina) los grupos sulfatos resaltados se encuentran en la posición 2 de Ácido idurónico y en 
la posición 6 de la glucosamina. En la posición 2 de la Glucosamina X indica que puede presenta N-acetilación o N-
sulfatación; PGO (poligalacturonatos); PGS  (poligalacturonatos sulfatados) R indica el grupo sustituyente, R= H para PGO 
y R= SO3
- 
en PGS; (n) en Deg Hep y PGO/PGS indica el largo de la cadena carbonada compuesta por n repeticiones de la 
estructura representada. Las elipses resaltan los grupos sulfato. Monosacáridos cargados con diferentes grupos 
aniónicos: GalA-linker (ácido galacturónico unido a un “linker” hidrocarbonado para la unión a proteínas); Glc6P (glucosa 
con un grupo fosfato en posición 6); GlcN6S (glucosamina con un grupo sulfato en posición 6); GlcNAc6S  (Glucosamina 
N-acetilada con un grupo sulfato en posición 6). Monosacáridos sulfatados en diferente posición: GlcN (Glucosamina) 
sin sulfato esterificado; GlcN2S (Glucosamina sulfatada en posición 2); GlcN6S (Glucosamina sulfatada en posición 6); 
GlcNAc6S (Glucosamina N-acetilada y sulfatada en posición 6).  
 
La sulfatación es una modificación clave en muchos procesos de reconocimiento biológico 
(Van Rooijen, et al., 1998; Noguchi & Nakano, 1992) de desarrollo, diferenciación, homeostasis 
(Yayon, et al., 1991). Así, se demostró la especificidad ligando- receptor en el “clearance” o 
depuración de hormonas sulfatadas tales como LH y TSH (Liu, et al., 2000),  la participación del 
heparán sulfato  o glicanos similares al heparán sulfato  en la interacción entre  factores de 
crecimiento y su receptor  (Yayon, et al., 1991; Rapraeger et al., 1991) y en la adhesión viral a la 
superficie celular (Shukla et al., 1999; Kovensky, 2009). Este tipo de interacciones específicas suelen 
depender del número y la posición de los grupos sulfato en las moléculas de azúcar y en la forma que 





 La labilidad de los grupos sulfato representaba  una dificultad frente a los métodos de 
volatilización/ionización disponibles previos a la incorporación de los métodos de ionización suave. 
En la actualidad EM-MALDI-TOF es una de las técnicas más apropiadas para la caracterización de 
oligosacáridos sulfatados, posibilitando además, mediante el uso de diferentes matrices, determinar la 
posición de los grupos sulfato en la molécula. La heparina es un glicosaminoglicano natural altamente 
sulfatado, cuya estructura básica es un disacárido  compuesto por unidades de ácido urónico (D-
Glucurónico o ácido L-Idurónico)  unido por enlace α1-4 a Glucosamina (N-acetil  Glucosamina o 
Glucosamina N-sulfato). La heterogeneidad de las unidades disacáridas se encuentra determinada por 
el epímero de ácido urónico que se une a glucosamina N-sulfatada o acetilada y por la sulfatación en 
posición 3-O, 6-O de la glucosamina y en la posición 2-O del ácido urónico.  A través de la 
degradación parcial de la heparina se obtuvieron compuestos sulfatados de origen natural cuyo grado 
de sulfatación fue determinado por EM-UV-MALDI-TOF (Bultel, et al. 2010).  
 
 
Figura 17. Heparina y sus derivados. Composición de la unidad de disacáridos básicas representativa de la Heparina 
compuesta por un ácido urónico (ácido L-Idurónico en el esquema) y una molécula de glucosamina,  mostrando algunas 
de las posiciones de sulfatación más frecuentes: 2- en ácido L- Idurónico, 6- en Glucosamina y esta última a su vez puede 
estar N-sulfatada o N-Acetilada (X). Por degradación química parcial se obtienen fragmentos derivados de la heparina 





Por otro lado los azúcares comerciales o sintéticos portadores de grupos sulfato o de otras 
cargas aniónicas que se acoplaron a proteínas también fueron caracterizados por EM-UV-MALDI-
TOF, permitiendo conocer el número de residuos de azúcar acoplados a la proteína a través del 
cálculo de la diferencia de los pesos moleculares de la proteína tratada y sin tratar dividido la masa 
























IV. Respuesta inmune a Trypanosoma cruzi 
La infección por T. cruzi es detectada por moléculas y por células de la inmunidad innata y del 
sistema inmune adaptativo (Tarleton, 2007). La resistencia a la infección por T. cruzi depende de 
ambas respuestas innata y adaptativa, requiriendo la acción combinada de diferentes tipos celulares, 
incluidas las células NK, las células T CD8+ y CD4+ , además de anticuerpos producidos por células 
B (Rottenberg, et al., 1988; Tarleton, 1995; Bixby y Tarleton, 2008; Nickell, et al., 1987, Krettli, et 
al., 1979). 
Una vez que el parásito logra superar las primeras barreras de defensa del sistema 
inmunológico, comienza la invasión celular y tisular, incluyendo macrófagos, fribroblastos, células 
musculares cardíacas y esqueléticas, neuronas y células epiteliales (Gutierrez et al., 2009), según el 
tropismo de la cepa de T. cruzi involucrada. De este modo los tejidos pasan a ser el escenario donde 
se libra la batalla entre las células del sistema inmune que acuden al órgano blanco y un patógeno que 
se instala para quedarse. 
La patogenia observada en la enfermedad de Chagas crónica  ha sido atribuida a la persistencia 
del parásito en los tejidos del huésped (Tarleton, 2001), a la respuesta inmune inducida hacia 
múltiples antígenos del huésped (Kierzembaum, 2003; Cunha Neto et al., 2004), o a la combinación 
de ambos efectos (Gironés y Fresno, 2003). 
 
IV.1. Componentes de la inmunidad innata 
Los eventos más precoces de la respuesta inmune a la infección por T. cruzi están asociados a la 
inmunidad innata, involucrando Macrófagos y células Natural Killers (NK) como fuente inicial de  
IL-12 e IFN-γ respectivamente. 
La activación de células NK es uno de los primeros eventos que ocurren en la infección por 
tripomastigotes de T. cruzi, y a través de la producción de citoquinas coordinan la fase más temprana 
de la respuesta inmunológica. Clásicamente, el control de la infección por T. cruzi se asocia de 
manera estrecha a la producción de IFN-γ. La fuente de producción de IFN-γ son las células CD4+, 




IFN-γ en respuesta a IL-12 y TNF-α de origen macrofágico (Aliberti  et al., 1996). Las NK, una vez 
activadas, desempeñan un rol muy importante durante la fase inicial de la infección por T. cruzi 
(Sakai et al., 2000), existiendo evidencias de su actividad antiparasitaria contra los parásitos 
extracelulares, produciendo la lisis de los mismos por la exocitosis de sus gránulos mediante un 
mecanismo dependiente del contacto con el parásito e independiente de perforinas. De esta manera, 
las NK limitan la propagación del parásito  actuando sobre los tripomanstigotes circulantes (Lieke, et 
al., 2004). Sin embargo, las células NK parecen ser más requeridas como fuente precoz de IFN-γ, que 
por su actividad citotóxica (Cazorla et al, 2009). Este control inicial que se lleva a cabo por el INF-γ 
proveniente de las células NK, evita la diseminación masiva de los parásitos en la fase temprana 
(Cardoni et al., 1999). Durante la primer fase de infección, los mecanismos que controlan la 
proliferación del parásito son de gran importancia en la resistencia del huésped. 
Los macrófagos, probablemente, sean las primeras células en ser invadidas. Los macrófagos 
invadidos liberan bajas cantidades de IL-12, activando a otras células del sistema inmune que 
colaboran incrementando el nivel de citoquinas inflamatorias, IFN-γ y TNF-α, necesarias para la 
activación de macrófagos y para el incremento de su capacidad lítica que hace posible limitar el 
crecimiento de los parásitos en estas células (Brener y Gazzinelli, 1997; Bastos et al., 2007).  
Las defensinas son otro de los componentes de la respuesta inmune innata que poseen un rol 
efector contra los patógenos. Las defensinas son pequeños péptidos producidos por células epiteliales 
y leucocitos, entre ellos NK, Células B y células T γδ. Las defensinas humanas α-1 (3.5 kDa) 
mostraron  efecto tripanocida contra T. cruzi  mediante la formación de poros de membrana e 
inducción de la fragmentación del ADN (Madison et al., 2007). 
Junto con los monocitos/macrófagos, las células dendríticas, son células involucradas en los 
primeros eventos ante la infección por T. cruzi (Souza et al, 2007; Gravina et al 2013; Nogueira et al, 
2015).  La célula dendrítica constituye la célula presentadora de antígenos por excelencia, siendo un 
nexo entre la inmunidad innata y el sistema inmune adaptativo. Estas células de acuerdo al estímulo 
recibido, son capaces de generar respuestas efectoras de tipo Th1, Th2 y Th17 o de inducir respuestas 






IV.2. Respuesta inmune adaptativa 
Las infecciones parasitarias desencadenan mecanismos de defensa característicos, que pueden 
estar mediados tanto por anticuerpos como por células (Aliberti et al., 1996; Cardoni et al., 1999). La 
respuesta inmune adaptativa montada por células T CD4+ y CD8+ frente a T. cruzi, inicialmente, en 
la fase aguda de la infección, se orienta al control del número de parásitos y a prevenir la mortalidad 
(Miyahira, 2008); sin embargo, resulta insuficiente para eliminar la infección, conduciendo a la 
persistencia del parásito en músculo y otros tejidos (Tarleton, 2001). 
Si bien se sabe que la respuesta inmune humoral es insuficiente para controlar la infección por 
T. cruzi, sin embargo ratones deficientes en células B resultaron hipersusceptibles a la infección 
(Ferraz et al, 2009). Se han descripto efectos protectivos “in vivo” de los anticuerpos específicos 
generados ante la infección por T. cruzi (Krettli y Brener, 1976). La respuesta inmune humoral ha 
demostrado ser efectiva y capaz de destruir rápidamente a los parásitos circulantes mediante 
anticuerpos específicos producidos principalmente contra las mucinas, glicoproteínas presentes en la 
superficie del parásito (Almeida et al., 1994). Sin embargo, muchos de los anticuerpos generados ante 
la infección son responsables de la “autoinmunidad” generada durante la enfermedad, en pacientes y 
en modelos murinos, postulándose que podría deberse a antígenos propios liberados por células 
dañadas o por una reactividad cruzada entre antígenos compartidos con el parásito (Braun, 1985; Barr 
et al., 1993). La mímica molecular, ampliamente descripta, entre las proteínas del parásito y antígenos 
propios del hospedador indicó la existencia de auto-anticuerpos dirigidos contra: miosina cardíaca, 
tubulina, actina, proteína P ribosomal, keratina, receptores β-adrenérgicos y muscarínicos, 
mioglobulina, tiroglobulina, mielina en los pacientes con enfermedad de Chagas (Girones  et al, 2001; 
Lopez Bergami et al., 2001; Levin et al, 1989; Cunha-Neto et al, 1996; Kermer et al., 1991)  
Los anticuerpos como efectores, además de participar en la opsonización de parásitos también 
son los responsables de mediar la destrucción tisular inducida por complemento (Gutierrez et al, 
2009). 
El rol específico de las células B en la enfermedad de Chagas es poco claro aún. En general, 
estas células contribuyen con la inmunidad de diferentes maneras incluyendo la producción de 
anticuerpos, la presentación de antígenos o la secreción de citoquinas (Nogueira et al., 2015; Almeida 




Recientemente, Bermejo describió que las células B maduras pueden desempeñarse como 
células linfoideas de la inmunidad innata produciendo IL-17 por una vía independiente del factor de 
trascripción RORγδ, mediante exposición directa de células B a parásitos vivos de T. cruzi 
extracelulares o su TS (enzima transialidasa). Sin embargo, aún es necesario dilucidar cuál es el rol de 
estas células B, como fuente de IL-17, en la infección por T. cruzi. (Bermejo, 2013). 
Con respecto a la inmunidad celular, un aspecto importante a considerar es que la respuesta 
efectora dependiente de células T CD8+ que sigue a la infección por T. cruzi es retardada si se la 
compara con la respuesta frente a otros microorganismos. De este modo, en ratones BALB/c y 
C57BL/6 que reciben su primoinfección con T. cruzi, la expansión clonal de las células T CD8+ 
antígeno-específica ocurre con posterioridad al pico de parasitemia, permitiendo el establecimiento de 
la infección en hospedadores naive (Tzelepis et al., 2006); que nunca antes habían tomado contacto 
con el parásito o con sus antígenos.  
Durante la etapa aguda, los linfocitos T CD8+ ejercen un efecto protector, controlando la 
replicación del parasito debido a su capacidad citotóxica y/o a los altos niveles de IFN-γ (Tarleton, 
1990). La etapa de infección se caracteriza en la mayoría de los hospedadores por una respuesta 
inmune vigoroza, incluyendo células T CD8+ capaces de controlar los niveles de infección en las 
células del huésped. Sin embargo este control es parcialmente efectivo y la mayoría de los 
hospedadores mantienen un nivel bajo de infección de por vida (Tarleton, 2015). 
La respuesta CD8+ en la fase crónica de la infección, se caracteriza por el predominio de 
células T efectoras en reposo y células T efectoras de memoria. La persistencia de la infección por la 
presencia del patógeno intracelular, provoca la estimulación constante de los receptores de las células 
T,  conduciendo con el paso del tiempo a la extenuación del sistema inmune (Bixby  y Tarleton, 2007; 
Albareda et al., 2009).  
Por lo tanto ambas respuestas T CD8+ y humoral específica resultan ser insuficientes para la 







IV.3. Citoquinas y Tipos de respuesta inmune 
Las citoquinas juegan un rol clave en la regulación tanto de la replicación del parásito como en 
la respuesta inmune del hospedador infectado.  
IV.3.1. Efecto de las  citoquinas sobre la infección y persistencia del parásito 
La resistencia del ratón a la infección ha sido asociada con la producción de citoquinas 
proinflamatorias como IL-12, que dispara la producción de IFN-γ por las NK y por las células T 
(Aliberti,et al., 1996). El IFN-γ es la principal citoquina implicada en la activación por la vía clásica 
de macrófagos, regulando de manera positiva la óxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) e 
incrementando la capacidad lítica de los macrófagos a través de la producción de óxido nítrico (ON) 
para la destrucción de  la forma amastigote  intracelular (Vespa, et al., 1994, Wirth et al., 1985). 
Además, el IFN-γ participa en el reclutamiento de células mononucleares mediante la producción de 
quemoquinas y también induce el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas hacia anticuerpos IgG2a 
(Snapper y Paul, 1987) los cuales tienen la capacidad de activar el complemento y opsonizar  
antígenos. 
Otra de las citoquinas involucradas con la resistencia a la infección es el TNF-α (Freire de 
Lima, et al., 2000), la cual actúa sinérgicamente con IFN-γ para inducir actividad microbicida en 
macrófagos a través de la producción de ON. En contraste, la susceptibilidad de los ratones infectados 
por T. cruzi ha sido asociada con la producción de citoquinas antinflamatorias tales como IL-10 y 
TGF-β capaces de inhibir la secreción de IFN-γ por los macrófagos (Lopes et al., 2000, Cardoni et al., 
1999). 
Se ha demostrado que la  IL-4 es capaz de inhibir la secreción de citoquinas proinflamatorias 
por los macrófagos. Sin embargo, IL-4 aumenta la capacidad endocítoca de los macrófagos y es un 
potente inductor de la activación por la vía alternativa. El macrófago activado por vía alternativa 
expresa mayoritariamente receptores de inmunidad innata con amplia especificidad para PAMPs 
(patrones moleculares asociados a patógenos), tales como el receptor de manosa (Goerdt y Orfanos, 
1999). El tipo de activación del macrófago, con la expresión de moléculas de superficie, está 
regulando el tipo de respuesta inmune. Por lo tanto, la activación alternativa del macrófago sugiere la 




Los macrófagos activados por la vía alternativa a pesar de tener potenciada su capacidad 
endocítica, no poseen potencial lítico frente a los patógenos (Modolell et al, 1995; Corraliza et al., 
1995).  
En la activación alternativa se induce la expresión de L-arginasa, enzima que antagoniza con la 
iNOS, compitiendo por el sustrato L-arginina y cuyos productos son L-ornitina y urea (Munder et al., 
1998). La actividad L-arginasa es inducida por IL-4, IL-10 e IL-13, citoquinas pertenecientes al perfil 
Th2 (Modollel et al., 1995, Munder et al., 1999). 
La Cz induce la activación alternativa de los macrófagos, mediante la activación de la L-
arginasa y estimulando la producción de IL-10 y TGF-β, generando así una  respuesta Th2, con 
aumento de la sobrevida del parásito, sugiriendo que la Cz está involucrada en la persistencia del 
parásito en el hospedador. El macrófago es una célula pivot en la respuesta inmune del hospedador 
frente a T. cruzi. En estadíos tempranos de la infección el parásito ingresa al macrófago, el cual puede 
inhibir su replicación o proveer una ambiente favorable para la multiplicación y posterior 
diseminación del parásito. La IL-10 producida por los macrófagos activados por vía altenativa ejerce 
efectos regulatorios sobre los mismos suprimiendo la producción de IL-12. El balance entre las 
citoquinas pro-inflamatorias (IL-12) y antinflamatorias (IL-10, TGF-β), al comienzo de la infección 
por T.cruzi  es crucial para que el parásito se instale (Stempin, et al., 2002). Posteriormente, este 
balance también es clave para determinar el desenlace de la infección. 
 
IV.3.2. Efecto de las citoquinas en la respuesta inmune del hospedador y en la  patogenia tisular. 
 La producción local de citoquinas  y quemoquinas, así como también la activación y 
producción local de metaloproteinasas de la matriz extracelular, provocan la migración y el 
reclutamiento tisular de las células del sistema inmune; esto explica que la presencia de un gran 
número de células inflamatorias sea característica en la cardiomiopatía chagásica (Gutierrez et al, 
2009). Además, la respuesta inmune contra antígenos propios miocárdicos y la producción 
exacerbada de citoquinas del perfil Th1 han sido asociadas a la patogénesis de la enfermedad (Guedes 
et al, 2010). 
Bajo estimulación antigénica y señalización por citoquinas, las células T CD4+ se activan y 




funciones diferentes. Se distinguen fenotípicamente, dando origen a diferentes tipos de respuesta: 
Th1, Th2 y Th17 (Awasthi y Kuchroo, 2009).  
IL-12, IFN-γ y TNF-α actúan en conjunto, estimulando la diferenciación y proliferación de las 
células CD4+ hacia células Th1, las que a su vez orquestan la respuesta de células T CD8+, causantes 
de destrucción tisular y fibrosis (Martin y Tarleton, 2004). 
Estudios anteriores indicaban que las respuestas mediadas por células Th1 destruían patógenos 
intracelulares (Hoft et al 2000); las mediadas por células Th2  estaban dirigidas a patógenos 
extracelulares (Hoft et al, 1993) y las mediadas por células Th17 para la destrucción de patógenos 
extracelulares como bacterias y hongos (Park et al, 2005). Sin embargo, a partir del estudio de las 
citoquinas y sus interacciones, se sabe que esta clasificación no posee límites  tan estrictos.  
Las respuestas mediadas por las células Th1 se manifiestan por concentraciones elevadas IL-2, 
INF-γ y TNF-α. Por otro lado, la respuesta mediada por las células Th2 se manifiesta por 
concentraciones elevadas de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 y anticuerpos (Cardoni et al., 1999), 
indicando que las respuestas Th1 y Th2 son antagónicas. Por lo tanto un predominio de respuesta Th1 
es central para el control de T. cruzi (Brener y Gazzinelli, 1997) en contraste con un perfil de 
citoquinas IL-4, IL-10 y TGF-β, que inhiben los efectos del IFN-γ (Silva et al., 1991) 
 
Tabla 2. Citoquinas representativas de cada linaje de células T CD4+. 
 
Las células T regulatorias (Treg) CD4+ CD25+, a través de moléculas co-inhibitorias, como 
CTLA-4 (citotoxic T-lymphocyte antigen 4), y de citoquinas: IL-10, TGF-β, IL-35 (Collison et al., 
2007; Zheng et al., 2004)  modulan la respuesta inmune, limitando el daño tisular colateral pero 
paradójicamente previenen la eliminación de la infección mediante supresión de la respuesta inmune 
efectiva. Las células Treg contrarrestan la producción de IFN-γ de las células T CD4+ y CD8+, 
regulan de forma negativa la actividad citolítica de las células T CD8+ y modulan la respuesta inmune 




persistencia del parásito (Belkaid, 2007). Adicionalmente TGF-β está involucrada en la patogénesis 
de la fibrosis y depósito de colágeno en la fase crónica de la enfermedad de Chagas (Araujo-Jorge et 
al., 2008).  
 La diferenciación de células T naive en células Th17 puede estar mediada por el efecto 
combinado de los  factores de transcripción RORγt y RORα y de las citoquinas IL-1β, IL-6, IL-21, 
TGF-β (Dong C., 2008). Este subtipo de células efectoras CD4+, Th17, se caracteriza por la 
producción  de IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 y TNF-α (Park et al., 2005). IL-17 posee propiedades 
pro-inflamatorias y actúa induciendo fibroblastos, células endoteliales, macrófagos y células 
epiteliales a producir mediadores de la inflamación tales como: GM-CSF (granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor), IL-1, IL-6, TNF-α, iNOS, MMP (metaloproteinasas y quemoquinas, para 
el reclutamiento de células inflamatorias (Nakae et al, 2003; Kolls y Linden, 2004; Zelante et al., 
2007). Además de las células Th17, se ha descripto que la IL-17 puede ser producida por otros tipos 
celulares, incluyendo: células T CD8+; células Tγδ, neutrófilos, monocitos, NK y células B (Weaver 
et al., 2007; León y Lund, 2013, Bermejo, 2013).  Las células Th17 han sido ampliamente vinculadas 
con la patogénesis en desórdenes inflamatorios crónicos y enfermedades autoinmunes (Beringer et al., 
2016; Matsuzaki y Umemura, 2007 ). 
Guedes y colaboradores evaluaron el rol de la IL-17 en ratones BALB/c infectados y sus 
resultados mostraron que durante la fase aguda de la infección, esta citoquina participó en la 
resistencia a T. cruzi, en la regulación de la diferenciación celular hacia Th1, en el control de la 
producción de citoquinas y quemoquinas y en el control de la miocarditis inducida por el parásito 
regulando el influjo de células inflamatorias al tejido cardíaco. Por lo tanto, IL-17 controló la 
inflamación cardíaca por modulación de la respuesta Th1. (Guedes et al, 2010).  
 Si bien es cierto que la repuesta más favorable para el  control de la  infección por T. cruzi 
implica niveles elevados de IFN-γ y que las citoquinas del perfil Th1 y Th2 son antagonistas; 
actualmente, el paradigma Th1/Th2 se ha reconsiderado debido a la descripción del linaje Th17. Por 
lo tanto, a los perfiles Th1, Th2 se le sumaron el perfil Th17 y T regulador, llevando así a interpretar a 
las citoquinas como pro-inflamatorias y anti-inflamatorias y a estudiar como participan, según la 






Figura 18. Inmunopatogenesis cardíaca de la enfermedad de Chagas. 
El daño tisular cardíaco comienza con la multiplicación de T. cruzi conduciendo a la destrucción de los 
cardiomiocitos (1). Este es el comienzo de la respuesta inmune específica contra el parásito pero también 
involucra la liberación de componentes celulares conduciendo a la activación sostenida de una  respuestas 
contra componentes celulares del hospedador (1). Esta activación sostenida de una respuesta contra lo propio 
y la mímica molecular entre antígenos parasitarios y del hospedador genera auto-anticuerpos (2 y 3) y células 
T auto-reactivas (4). Los auto-anticuerpos pueden generar lesiones mediante activación del complemento (2) y 
por opsonización de tejidos por macrófagos activados (3).  Las células CD 8+ auto-reactivas reconocen 
antígenos propios y destruyen el tejido cardíaco (4).. Los linfocitos T citolíticos destruyen a las células 
infectadas pero también a las adyacentes (6). La injuria tisular conduce a la producción de TNF-α, resultando 
en la producción de óxido nítrico. La infección por T. cruzi también produce ON generando un daño cardíaco 
extenso derivado del stress oxidativo (5). Los procesos inmunopatológicos continúan durante la fase crónica 
de la infección. A pesar de la baja carga parasitaria en la fase crónica, focos inflamatorios pequeños y 
progresivos  intrafasciculares continúan desarrollándose por años, terminando en fibrosis y desarrollando la 
cardiomiopatía dilatada ( tomado de Gutierrez et al., 2009). 
 
IV.4. Cepas murinas y cepas de Trypanosoma cruzi 
Los distintos patrones de infección de T. cruzi son atribuídos a la heterogeneidad tanto de las 
cepas parasitarias como de los hospedadores (Marinho et al, 2004, Andrade et al., 2002). Así mismo, 
la invasión puede influir en la selección tisular sugiriendo que el desarrollo intracelular es importante 
para determinar el tropismo celular (Andrade et al., 2010). Algunas características distintivas, como la 
distribución tisular de diferentes cepas de T. cruzi, mostraron guardar alguna relación con el haplotipo 
H-2 del MHC de las cepas murinas, presentando tropismos diferentes en las cepas murinas BALB/c y 




variabilidad genética del hospedador puede ser finalmente determinante de las diferentes formas 
clínicas de la enfermedad (Andrade et al, 1999). 
Por otro lado, las cepas murinas se caracterizaron como de alta parasitemia (C3H/HeJ, BALB/c 
y CBA/N), alcanzando parasitemias máximas del orden de 10
7 
tripomastigotes/ml; y como cepas 
murinas de baja parasitemia, se incluyeron  a  las C57BL/6j y DBA/2j, las cuales desarrollaron 
parasitemias menores de 5 x 10
6 
tripomastigotes/ml. Sin embargo, el grado de parasitemia no se debía 
a las diferencias de haplotipo H-2, dado que se demostró la participación de uno o más genes 
localizados fuera de la región H-2 (Wrightsman et al 1982). 
Se realizó un estudio comparativo en cepas murinas endocriadas (A/J, AKR, C3H/He, BALB/c, 
C57BL/10, DBA/1) respecto del tiempo medio de sobrevida, parasitemia, histopatología y los niveles 
de las subclases de inmunoglobulinas frente a la infección con cepas diferentes de T. cruzi  (Peru, 
21SF y Colombiana), concluyendo que los patrones de resistencia a T. cruzi de los ratones, 
endocriados,  está determinada por la cepa parasitaria. También se halló correlación entre la mayor 
resistencia en cepas murinas con niveles elevados de IgG2a e IgG2b (Andrade et al., 1985). 
Los ratones de la cepa BALB/c en comparación con los de la C57BL/6, después de haber sido 
infectados con la cepa Tulahuen de T. cruzi, cursan la fase aguda con una marcada parasitemia, de la 
que logran reponerse parcialmente, con una mortalidad del 50%, respecto a la registrada en C57BL/6 
y también con un tiempo medio de sobrevida un poco mayor. A nivel tisular cardíaco no se hallaron 
diferencias en la inflamación miocárdica o fue ligeramente mayor en los ratones BALB/c. Sin 
embargo, la severidad superior hallada en la cepa C57BL/6 no se encontró ligada a la mayor carga 
parasitaria sino al desbalance en las citoquinas circulantes (Roggero et al., 2002).  
Muchos de los resultados hallados en la bibliografía resultan contradictorios. Por lo tanto, las 
clasificaciones mencionadas no se aplican necesariamente a todos los casos, implicando que las 
diferencias genéticas que intervienen en la relación entre hospedador/ parásito pueden influenciar 
finalmente en el resultado de la infección del ratón por T. cruzi (Roggero et al., 2002). 
El modelo murino BALB/c -T. cruzi, cepa Tulahuen resulta muy útil, debido a la existencia de 
abundante información en la bibliografía (Bontempi et al., 2015; Giordanengo et al, 2000; 





• su susceptibilidad a la infección y su perfil de respuesta ante la misma (Cardoni et al., 
1999; Roggero et al., 2002), 
• que las hembras murinas son más resistentes al curso de la infección por T. cruzi (De 
Souza, et al, 2001), 
• que es un modelo que reproduce las fases de infección aguda y crónica (Cardoni et al, 
1999; Roggero et al., 2002), 
• que manifiesta elevados niveles de parasitemia con sobrevida, permitiendo estudiar la 
patogenia tisular en estadíos crónicos (Roggero et al 2002),  
• que existe persistencia del parásito en estadíos crónicos con carga parasitaria tisular  
baja, 
• que la cepa Tulahuén presenta tropismo muscular cardíaco y esquelético, sumado a 
que genera respuestas humorales de altos títulos (Giornadengo et al, 2000; Giordanengo et al., 
2002), permitiendo el estudio de la reactividad cruzada entre la Cz/C-T/Epítope sulfatado y los 
componentes musculares 
• y que existe un paralelismo entre los isotipos IgG2b que reconocen sulfatos en la Cz y 
los isotipos IgG2 de los pacientes con enfermedad de Chagas con la misma especificidad 
(Acosta et al., 2008) 
 
IV.5. Inmunización de ratones usando la Cz de T. cruzi como inmunógeno 
La Cz resultó un candidato atractivo para ser utilizado como inmunógeno por muchos grupos 
de trabajo, entre los que nos incluimos. Los ejemplos que existen en la literatura si bien comparten 
muchas características en común,  múltiples motivos los hacen incomparables. La calidad de los 
antígenos utilizados: Cz nativa, Cz nativa inactivada, (Frank  et al, 2003), Cz purificada por columna 
Mono Q  e inactivada (Acosta et al., 2008), Cz purificada por Con-A (obtenida por un solo paso de 
purificación) e inactivada pero de manera involuntariamente incorrecta (Giordanengo et al., 2000, 
Giordanengo et al. 2002, Guiñazu et al., 2004), Cz recombinante (Cazorla et al., 2008), Cz-DNA 
(Cazorla et al.,2010 ); los adyuvantes utilizados: AIF (Acosta et al, 2008) ACF (Giordanengo et al, 
2000, 2002, Guiñazu et al., 2004, Frank et al., 2003), CpG-ODN, AL(OH) (Frank et al., 2003), 
Salmonella (como sistema de liberación de DNA) (Cazorla et al., 2008 ); las cepas murinas en que se 
aplicó el esquema de inmunización: C3H (Cazorla et al., 2008; Cazorla et al., 2010; Frank et al., 




inmunización: protectiva,  con posterior desafío con T. cruzi, inmunoterapéutica, para evidenciar 
autoinmundad (Guiñazu et al, 2004), entre otras. Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, todas 
las variantes mencionadas en relación a las cepas murinas, hacen que las conclusiones obtenidas sólo 
sean aplicables al modelo empleado. 
 
IV.5.1. Respuesta Inmune en ratones BALB/c inmunizados con Cz/Czd y C-T/C-Td  
Nuestro grupo de trabajo mediante inmunización de ratones BALB/c con Cz/Czd y C-T/C-Td, 
demostró que las glicoproteínas sulfatadas de T. cruzi fueron capaces de montar una respuesta inmune 
humoral y celular específica (Acosta et al., 2008). 
 
Figura 19. Perfil de Isotipos de IgG en ratones inmunizados con Cz o C-T antes o después del 
tratamiento de desulfatación.  I) IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 específicas para Cz y Czd. Los niveles fueron 
medidos por ELISA en suero de ratón inmunizado con Cz (IA) o Czd, químicamente desulfatada (IB), usando 
Cz o Czd como antígeno. Cada barra representa la media de la DO + SD para los diferentes isotipos de IgG. 
*P=0.0286 vs IgG2b Czd (A), P=0.0006 vs IgG2b Cz (B); ● P=0.0134 vs IgG2a Cz (B); × P<0.0001 vs IgG2a 
Czd (B); ♦ P<0.001 vs IgG2a Czd (B).  
 
Mediante ELISA indirecto se demostró que IgG2b es el isotipo principalmente involucrado en 





Figura 20. Medida de la induración en la almohadilla plantar luego de la inoculación de C-T purificado antes o 
después del tratamiento de desulfatación en cuatro ratones  inmunizados con C-T. Se midió  la reacción de 
hipersensibilidad retardada específica para C-T y C-Td en los ratones inmunizados y en controles de 
inmunización (cuatro ratones inmunizados con PBS-AIF. Los valores se presentaron como la media de la 
medición +  SD de cuatro ratones por grupo. Los datos representan la media de los valores de tres 
experimentos independientes. ● p<0.05 Inoculación de C-T vs C-Td  vs Control, 24 hs después de la 
inoculación. Se utilizó test de Tukey para las comparaciones. 
 
IV.6. Respuesta inmune humoral en pacientes con enfermedad de Chagas crónica. 
Los anticuerpos generados frente a T. cruzi desempeñan  un rol importante en la sobrevida del 
huésped, sin embargo además de estar involucrados en la resistencia al parásito (Nogueira et al, 
1983), también participan en la persistencia del mismo (Krettli, et al. 1976, Kierszenbaum,et al., 
1976, Almeida, et al., 1991) 
Se determinó que el perfil de isotipos de inmunoglobulinas G está controlado por las citoquinas 
generadas. Así, en los pacientes crónicos aproximadamente 90 % de las IgG producidas son IgG1 e 
IgG2 (Watthanakulpanich et al., 2008). Se ha demostrado que las citoquinas de la respuesta Th1 (IL-
12, IFN-γ, TNF-α) son responsables de la producción de los isotipos IgG1 e IgG3; mientras que las 
citoquinas de la respuesta Th2 estimulan la producción del isotipo IgG2 (el cual está dirigido a 
hidratos de carbono) (Briere et al., 1994, Kawano et al., 1994). La IgG1 media la lisis a través de la 
unión a la proteína C1q del complemento y la fagocitosis por macrófagos,  mientras que la IgG2 
media inmunidad mediante células efectoras no fagocíticas (Fanger et al., 1991). 
 Algunos autores han demostrado correlaciones entre las subclases del isotipo IgG y la 




hallado diferencias entre los niveles de Inmunoglobulinas de individuos con diferentes 
manifestaciones clínicas (Cerban et al., 1993; Morgan et al., 1996; Michailowsky et al., 2003). Aún 
no se ha dilucidado la existencia de algún tipo de asociación entre los niveles serológicos de la/s 
subclases del isotipo IgG y el grado de compromiso cardíaco de los pacientes. 
Particularmente, nuestro grupo de trabajo focalizo su estudio en la relación entre los niveles de 
IgG totales, IgG1 e IgG2, específicos para los grupos sulfatos, en pacientes con Enfermedad de 
Chagas con diferente grado de afección cardíaca. La mitad de los pacientes que se encuentran en una 
fase crónica temprana de la enfermedad (estadíos G0/G1) perdió más del 50 % de la 
inmunoreactividad hacia la Cz luego del tratamiento de desulfatación, indicando altos niveles de IgG 
total e IgG2-sulfato específicos. Por el contrario, los niveles de IgG2 en pacientes con severa 
disfunción cardíaca (G3), resultaron ser menores que en los pacientes en estadíos leves de la 
enfermedad. Los niveles de IgG1 no presentaron diferencias entre los diferentes estadíos clínicos 
evaluados al confrontar sus sueros con Cz, antes o después del tratamiento de desulfatación (Acosta et 
al., 2008). 
 
Figura 21.Respuesta Inmune Humoral específica para epítopes sulfatados de la Cz en pacientes con 
enfermedad de Chagas crónica. Se confrontó suero de pacientes con enfermedad de Chagas con diferentes 
grados de disfunción cardíaca con Cz y Czd, como antígeno en placa de ELISA. Cada punto representa la 
media del porcentaje de inmunoreactividad remanente a Cz después del tratamiento de desulfatación para 
cada paciente. Los niveles de IgG totales, IgG1e IgG2 se midieron en tres experimentos independientes. Se 
consideró 100 % de reactividad a Cz al valor de Absorbancia a 490nm medido con Cz sin tratamiento. 





También, demostramos que los grupos sulfato representan un determinante antigénico común 
entre Cz y sulfoglicoesfingolípidos o sulfátidos presentes en tripanosomátidos y que los sueros de los 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica  mostraron capacidad de reconocer glicoesfingolípidos 
sulfatados de T. cruzi. Estos estudios evidenciaron que los azúcares sulfatados son antigénicos 
independientemente del tipo de macromolécula que los contenga. En los  pacientes con estadíos leves 
de afección cardíaca (G0/G1) se observó mayor nivel de IgG2 específicos para el epítope sulfatado de 
los sulfátidos en comparación con aquellos pacientes con mayor grado de afección cardíaca (G2/G3). 
Al igual que en el reconocimiento de  los motivos sulfatados de la Cz, los pacientes afectados con 
mayor severidad fueron los que presentaron menor  nivel de IgG2-sulfato específicas (Acosta et al, 
2012).  
 




Figura 22.Respuesta inmune humoral a los epitopes sulfatados presentes en los sulfatidos 
purificados de epimastigotes de T. cruzi medida en sueros de pacientes con Enfermedad de Chagas 
crónico asintomático, leve o severo. Los ensayos de ELISA de inhibición fueron realizados utilizando 
sueros de  pacientes con diferente grado de disfunción cardiaca previamente adsorbidos con una cantidad fija 
de sulfatidos antes y después del tratamiento de desulfatación y Cz como antígeno. Cada punto representa la 
media del porcentaje de inmunoreconocimiento remanente a Cz luego de la inhibición del reconocimiento 
usando sulfátidos no tratados (a) o desulfatados (b). Cada dato se obtuvo por triplicado. Los resultados de los 
valores de  IgG total, IgG1 e IgG2 son representativos de tres experimentos independientes. Los valores de 
A490 nm medidos para cada suero en ausencia de inhibidor corresponden al 100% de inmunoreconocimiento 
de Cz. El % de afinidad de IgG remanente a la Cz fue calculado como [OD 490nm con sulfatidos/ OD 490nm 
sin inhibidor] x 100 (a) o [OD 490nm con sulfatidos desulfatados/ OD 490nm sin inhibidor] x 100 (b), usando 
sulfatidos sin tratamiento (a) o desulfatados (b) ■ P<0.05 vs IgG2 del grupo G0/1; □  P<0.05 vs IgG total del 
grupo G0/1 y vs IgG2 del grupo G0/1 
 
Los  niveles elevados de IgG totales e IgG2 específicos para grupos sulfato observados en los 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica, en estadíos clínicos leves (G0/G1) sugieren un rol 
potencial de los mismos en el control de la infección  crónica por T. cruzi. En este sentido, se ha 
descripto que una frecuencia elevada de células T de memoria específicas para T. cruzi puede 
asociarse con un mejor estadío clínico de los pacientes con enfermedad de Chagas crónica (Laucella 
et al, 2004, Albareda et al, 2006). Sin embargo, no se puede afirmar que los anticuerpos específicos 
para los motivos sulfatados de T. cruzi posean efectos benéficos en la progresión de la fase crónica de 
la enfermedad de Chagas (Acosta et al, 2008). Sabemos que existe una correlación inversa entre 
niveles de anticuerpos sulfato-específicos y grado de compromiso cardíaco en la enfermedad de 
Chagas crónica (Acosta et al., 2008; Acosta et al.,2012). El rol de los anticuerpos sulfato específicos 
en la infección natural por T. cruzi permanece aún sin dilucidar, pero estudios en curso en nuestro 
laboratorio evalúan la posibilidad de considerar el nivel de IgG2 como un marcador de progresión de 
la patología cardíaca. Se pretende obtener esta valiosa información a través del seguimiento de los 
anticuerpos sulfato específicos en pacientes con enfermedad de Chagas crónica. 
Independientemente de las teorías existentes para explicar la evolución clínica de la enfermedad 
de Chagas (Dutra y Gollob, 2008), la cruzipaína (Cz) y sus epítopes sulfatados se encuentran entre los 


















V. Tejido muscular estriado: cardíaco y esquelético. 
Dentro de esta clasificación se incluye el tejido muscular cardíaco y esquelético, por el aspecto 
característico de sus fibras con estriaciones transversales observables por microscopía óptica. 
  El tejido muscular estriado, es un tejido altamente especializado, donde la unión de cientos de 
células forman un sincisio con capacidad contráctil sincronizada. En estos tejidos las células son 
particularmente grandes: 10-100 μm de díametro por ~10 cm de longitud para las células musculares 
esqueléticas y 15 μm de diámetro por 85-100 μm de longitud para las células cardíacas. En estos 
tejidos, muchos de los componentes celulares reciben una denominación particular. Comenzando 
desde la célula muscular que se denomina fibra muscular. Por lo tanto, fibra muscular, miocito o 
simplemente “fibra” equivalen a una sola célula. Otras acepciones que encontraremos en este trabajo 
son: cardiomiocito, miocardiocito o fibra muscular cardíaca y fibra muscular esquelética en el caso 
particular de tejido cardíaco y muscular esquelético, respectivamente. 
El citoplasma celular se denomina sarcoplasma. La membrana plasmática que rodea la fibra 
recibe el nombre de sarcolema y produce invaginaciones que se proyectan transversalmente entre las 
miofibrillas, llamadas túbulos T. El retículo endoplásmico es denominado retículo sarcoplásmico y 
forma unas dilataciones llamadas cisternas terminales. El componente mayoritario celular está 
constituído por miofibrillas, que son cilindros largos de 1-2 μm de diámetro, integradas por haces de 
miofilamentos delgados (actina) y gruesos (miosina); siendo el ordenamiento de estos filamentos los 
que dan origen al aspecto estriado característico. 
La línea Z  es la estructura que presenta mayor electrodensidad. El sarcómero es la unidad 
contráctil comprendida entre dos líneas Z. La miofibrilla, por lo tanto, está constituída por la sucesión 
de unidades de sarcómeros repetidas. Las Bandas I o isotrópicas, son de aspecto claro (poseen menor 
electrodensidad) y están cruzadas al medio por la Línea Z, compuesta principalmente por actinina α. 
A esta línea Z se fijan de manera opuesta, hacia un lado y al otro, los filamentos de actina o delgados. 
La actinina α parece estar involucrada en la unión de miofibrillas adyacentes (Dellman y Carithers, 
1999). La banda I sólo contiene filamentos de actina. 
Las Bandas A o anisotrópicas, contienen filamentos gruesos de miosina y la interdigitación de 




contiene miosina; y la línea M que divide a las Bandas H, está formada por las conexiones laterales de 
los filamentos gruesos. La banda H se estrecha durante la contracción muscular. 
 
Figura 23. Organización de la fibra muscular estriada. 
 
Figura 24. Descripción del Sarcómero.  Arriba a la izquierda, se muestra  corte longitudinal de una miofibrilla 




interdigitación de filamentos delgados y gruesos y el acortamiento de banda H en la contracción. A la derecha, 
se observa la micrografía electrónica de un sarcómero. 
Los filamentos delgados están compuestos en su gran mayoría por actina. También, contienen 
tropomiosina y troponina. Las moléculas globulares de actina, actina G, se polimerizan formando 
filamentos, actina F, compuesta por dos cadenas de actina G configurando un doble helicoide. Las 
moléculas de tropomiosina, son filamentosas y se ubican entre las cadenas de actina, cubriendo los 
puntos de fijación para la miosina de estos filamentos. La troponina está integrada por tres 
subunidades globulares y se dispone a intervalos regulares a lo largo de la tropomiosina (Figura  25). 
 
Figura 25   Composición y configuración de los filamentos delgados. 
Los filamentos gruesos son complejos de miosina superpuestos. La cabeza y parte de la cola de 
la cadena pesada de la miosina, se proyectan del mismo. El centro del filamento sólo presenta colas 
superpuestas ya que la mitad de las cabezas de miosina están dispuestas hacia un extremo del 
filamento y la  otra mitad hacia el otro.  
La miosina es un hexámero con dos cadenas pesadas (171 kDa – 241 kDa) y dos pares de 
cadenas ligeras (15 kDa – 30 kDa) (Sellers JR y Goodson HV, 1995). La región del amino terminal de 
estas cadenas forma una cabeza globular a la cual se asocian las cadenas ligeras. La nomenclatura 
actual utiliza la denominación de cadenas ligeras esenciales (ELC, de “essential light chain”) y 




regiones flexibles; una “bisagra” entre la región de la cola y la cabeza globular de la molécula y una 
pequeña porción lineal muy cerca de la bisagra. Los dominios carboxilo terminal de las HC son alfa 
hélices enrolladas entre ellas formando un bastón de diversas longitudes, al que se ha llamado “cola” 
o “cauda” (figura  26) La cabeza es un dominio altamente conservado en el tejido muscular y es la 
región con afinidad para actina y ATP, por lo tanto, la cabeza de las miosinas es la parte involucrada 
en la conversión de la energía química del ATP en energía mecánica, traducida en movimiento por el 
filamento de actina (Cameron et al., 2003; Rayment et al., 1993; Mooseker MS, 1994). Entre la 
cabeza y la cola se encuentra el dominio llamado cuello. A esta región se asocian diversos tipos de 
cadenas ligeras, con funciones ya sea estructurales o reguladoras, entre las que se encuentra la 
calmodulina (CaM), proteína importante en la regulación de la transducción de señal del calcio en la 
célula. El dominio de la cola sirve para anclar la molécula y formar filamentos. En la miosina 
muscular, el estado activado es controlado directamente por la concentración de Ca
2+
 y requiere que 
este ión se una a la troponina C en el filamento delgado.    
 
Figura 26. Esquema de la molécula de miosina muscular y de los filamentos gruesos. Izquierda: 
Diagrama esquemático de una molécula de miosina. En la región amino terminal de las 2 cadenas pesadas se 
muestra la cabeza globular y las cadenas ligeras asociadas a ella. Las primeras se entrelazan para formar una 
doble hélice y tienen dos regiones flexibles o de bisagra. Abajo: Simplificación de la molécula  para mostrar las 
regiones de la cabeza, el cuello y la cola. Derecha: superposición de moléculas de miosina para formar los 
filamentos gruesos 
 
V.1. Mecanismo de la contracción muscular 
La miosina en su función ATPasa traduce la energía química del ATP en movimiento, 
valiéndose de modificaciones conformacionales en su estructura. La miosina se une con alta afinidad 
a la molécula de actina; ese tipo de unión se produce entre las dos proteínas en la región denominada 
“puente de rigidez o rigor” (por dar lugar a algo semejante a lo que ocurre durante el “Rigor Mortis”, 




con una molécula de ATP. La afinidad de la miosina por el ATP es mayor que por la actina, por eso 
cuando la molécula de miosina se une e hidroliza al ATP se disocia de la actina (Rayment et 
al.,1993). Esta hidrólisis ocurre cuando la proteína está disociada de la actina, de tal manera que sólo 
se encuentran ligados a la miosina el ADP y el fosfato inorgánico, Pi. Esto constituye un complejo 
ternario Miosina-ADPPi, de manera que que el sitio de alta afinidad para la actina se encuentra libre 
para unirse a ella, para una nueva interacción actina-miosina. Los productos de hidrólisis del ATP en 
el sitio catalítico de la miosina se quedan unidos fuertemente a la proteína, permaneciendo en esa 
conformación. La unión de la actina a la miosina provoca una modificación conformacional que 
permite que la miosina pueda liberarse de los productos de la hidrólisis del ATP. Cuando el Pi sale de 
la miosina, ésta experimenta un cambio conformacional capaz de generar el “Power Stroke” (golpe de 
fuerza), responsable del deslizamiento del filamento de actina sobre el de miosina. Después de la 
salida del Pi, el ADP se despega de su sitio. La miosina entonces se queda con su sitio catalítico 
desocupado y está ligada a la actina para recomenzar el ciclo. El ATP tiene un doble efecto en la 
contracción muscular: el de relajamiento, en el cual el ATP es el responsable de la disociación de la 
miosina del filamento de actina, y el de suministrar la energía química necesaria para la contracción 
(Wells  et al., 1999). 
 
Figura 27. Representación esquemática del mecanismo de contracción muscular. (adaptado de 





V.2. Tejido muscular esquelético 
La denominación de este tipo de tejido muscular estriado se debe a que estos músculos junto con 
huesos y articulaciones constituyen el sistema músculo esquelético. Los músculos poseen envolturas 
de tejido conectivo, las que posibilitan que la fuerza de la contracción de las fibras musculares se 
trasmita en forma coordinada a través de las inserciones óseas y así generar el movimiento. El 
epimisio, es la cápsula de tejido conectivo denso e irregular que rodea al músculo. El perimisio 
constituye tabiques de tejido conectivo rodeando fascículos musculares y finalmente, el endomisio es 
una red de fibras reticulares que agrupa a las células musculares. 
 En este tipo de tejido, las fibras musculares se caracterizan por ser como cilindros elongados con 
extremos aguzados. Son multinucleadas y sus núcleos son periféricos. Los túbulos T configuran una 
red transversal a nivel de las uniones A-I y las cisternas expandidas terminales del retículo 
sarcoplásmico se anastomosan a ambos lados de los túbulos T formando las Tríadas. Las 
mitocondrias son numerosas cerca del sarcolema pero entre las miofibrillas se disponen en cercanía 
con las Bandas I  (Figura 28). 
 
Figura 28 Tejido muscular esquelético. Arriba: cortes longitudinal y trasversal de tejido muscular esquelético 
con tinción de Hematoxilina/Eosina. A la derecha un esquema de las envolturas de tejido conectivo. Abajo: 




Banda I. Derecha: las flechas señalan la tríada, formada por las cisternas terminales del retículo 
sarcoplásmico y el túbulo T en las uniones entre las Banda A-I. 
 
V.3. Tejido muscular cardíaco 
Los cardiomiocitos poseen algunas características distintivas con respecto a las fibras 
musculares esqueléticas. Su núcleo es central y único, aunque eventualmente puede tener dos núcleos. 
Los túbulos T son más grandes y numerosos que en músculo esquelético y se ubican en la línea Z. El 
retículo sarcoplásmico es irregular y sus cisternas terminales generalmente se yuxtaponen de un solo 
lado del túbulo T, formando díadas. Las mitocondrias son grandes y abundantes, y están ordenadas 
entre las miofibrillas en cordones paralelos al eje longitudinal de la fibra. Sus fibrillas regularmente se 
anastomosan. Sus extremos son romos, pero a menudo se bifurcan.  
 
Figura 29. Tejido muscular cardíaco. Izquierda: corte longitudinal. Derecha: corte transversal. Tinción 
Hematoxilina-Eosina. Las flechas indican los núcleos centrales y discos intercalares marcando la unión entre 
dos cardiomiocitos. 
 
Son muy frecuentes las uniones comunicantes laterales entre células adyacentes. Las uniones 
término-terminales entre dos células contiguas reciben el nombre de discos intercalares, y están 
compuestas por uniones de tipo fascia adherens, mácula adherens, uniones gap o comunicantes 
(figura 30 ). Estas uniones fuertes y comunicantes son imprescindibles para que el tejido funcione 
como un sincicio, de modo que los potenciales de acción difunden de una célula a otra, produciendo 
la despolarización del sarcolema, que rápidamente llega hasta los túbulos T induciendo la liberación 




líquido extracelular y a través de los túbulos T para producirse finalmente el deslizamiento de los 
filamentos de actina y miosina. 
 
 
Figura  30   Ultramicrografía de tejido muscular cardíaco.   Corte longitudinal, se observa la disposición de 
las miofibrillas y mitocondria (M). (DI) Disco intercalar, la flecha señala una unión de tipo mácula/fascia adherens.. 
  
V.4. Alteraciones ultraestructurales en tejido muscular cardíaco de ratones 
inmunizados con C-T, en ausencia de infección. 
Nuestro equipo de trabajo describió que la inmunización de ratones BALB/c con el dominio C-
T de la Cz, en ausencia de infección, generó alteraciones ultarestructurales en tejido cardíaco, a pesar 
de no haber observado alteraciones por microscopía óptica  (Acosta et al., 2008). El análisis de las 
muestras obtenidas a partir de los corazones de los ratones inmunizados con la molécula que contiene 
el epítope sulfatado mostraron aumento del especio interfibrilar,  y disociación de miofibras con 
material electrodenso en fibras y mitocondrias. Además, se observó notoria desorganización en el 
patrón de distribución mitocondrial. Contrariamente, los ratones inmunizados con C-Td mostraron 







Figura 31. Características ultraestructurales del tejido cardíaco de ratones inmunizados con C-T y C-
Td. El análisis morfológico fue realizado por microscopía electrónica de transmisión en tejido cardíaco de 
ratón. Secciones longitudinales de corazón (36300x) de (A) ratón control mostrando patrón normal; (B) ratón 
inmunizados con C-T mostrando several anormalidades y (C) patrón similar al control en ratónes inmunizados 
con C-Td. My (miofibrillas) y m (mitocondrias) indicadas con flechas. 
 
También hemos descripto que la reactividad cruzada entre Cz y las proteínas cardíacas no sólo 
se limita a las proteínas miofibrilares, sino que hubo inmuno-reconocimiento tanto en miofibrillas 
como en mitocondrias (Acosta et al., 2011). Por otro lado, la infección producida por varias cepas de 
T. cruzi produjo alteraciones ultraestructurales a nivel cardíaco. Los estudios ultraestructurales 
realizados mostraron que 60 % de las mitocondrias presentan alteraciones tales como crestas 
mitocondriales desorganizadas, poco definidas y dilatadas, disrupción de membranas, aumento de la 
matriz mitocondrial y disminución en el número y mayor tamaño de las mitocondrias. También, 







Figura 32. Micrografía electrónica de miocardio de ratón infectado con T. cruzi A) tejido cardíaco de 
ratón infectado con cepa Tulahuen a los 10 dpi. Se observan míofibrillas y mitocondrias con crestas 
desorganizadas y dilatadas (Aumento 27800 x). B) miocardio de ratón infectado con T. cruzi aislamiento SGO 
Z12 a los 10 dpi. Se observa mitocondria con desorganización y disminución de crestas (Aumento 27800 x). 
C) miocardio de ratón infectado con T. cruzi cepa Tulahuen a los 365 dpi. Se observa modificación de crestas 
internas (dilatación) (Aumento 27800 x). D) miocardio de ratón infectado con T. cruzi aislamiento SGO Z12 a 
los 365 dpi. Se observan mitocondrias con diferente morfología (Aumento 27800 x).  
 
Las similitudes encontradas entre nuestros interesantes resultados en ausencia de infección y los 
antecedentes bibliográficos relacionados, en presencia de infección, nos estimularon para continuar 
los estudios de inmunización con C-T, con BSA-NAcGlc6SO3 y evaluar por transferencia pasiva de 
anticuerpos la posible participación del epítope sulfatado y/o sus anticuerpos específicos en estas 
















I. Purificación de Cruzipaína y su dominio C-terminal 
I.1. Purificación de la Cruzipaína 
Los estudios se iniciaron con la purificación de la Cruzipaína y su dominio C-terminal para ser 
luego usados como antígeno y como inmunógeno. La purificación de la Cz se llevó a cabo a partir de 
epimastigotes de Trypanosoma cruzi cepa Tulahuen, stock Tul 2. Los parásitos se lisaron mediante 
tres ciclos consecutivos de congelado a -20ºC y descongelado, y se sometieron a extracción y 
centrifugación para obtener un extracto proteico libre de restos celulares o extracto crudo (EC). A 
continuación, el sobrenadante clarificado se precipitó con solución saturada de sulfato de amonio 
(pH:7) de acuerdo a Cazzulo et al., 1989, y se dializó. El extracto de proteínas obtenido se sometió a 
un primer paso de purificación que incluyó una cromatografía de afinidad a ConcanavalinaA-
Sepharosa (Con-A, lectina con afinidad a oligosacáridos de alta manosa, usada como ligando) y 
elución con α-metil-D-manopiranósido (Labriola et al., 1993). Se recogieron fracciones de 1 ml para 
monitoreo continuo por espectrofotometría UV a 230 y 280 nm y se determinó la actividad 
enzimática de las mismas sobre el sustrato sintético cromogénico benzoil-Pro-Phe-Arg-para-
nitroanilida (Bz-Pro-Phe-Arg-pNA) y furil-acriloil-Phe-Phe-OH (FA-Phe-Phe-OH) en las distintas 
fracciones (Torruela et al., 1981).  Las fracciones activas  seleccionadas se juntaron y dializaron 
contra buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,6. La figura 33 A muestra el análisis del primer paso de 
purificación mediante cromatografía de afinidad a Con-A, incluyendo el perfil de la elución de las 
proteínas monitoreado por Abs 230 y 280nm (Figura 33A) y el análisis del grado de pureza por SDS-






Figura 33. Primeros pasos de la purificación de la Cz. A- Monitoreo por espectrometría UV a 230 y 280 nm 
de la elución de la columna de Con-A-Sepharosa. B- Análisis mediante SDS-PAGE del paso de purificación de 
la Cz por cromatografía de afinidad a ConA-Sepharosa: 1-PM; 2-extracto crudo (EC); 3-precipitado con sulfato 
de amonio (Pre-ConA); 4-percolado; 5-lavado; 6-“pool” de fracciones eluídas de la columna con α-metil-D-
manopiranósido. SCP:proteasa serincarboxipeptidasa; Cz-cruzipaína; FI- fragmento intermedio; C-T- 
extensión C-Terminal de la Cz. 
 La muestra obtenida se sometió a un segundo paso de purificación mediante cromatografía de 
intercambio aniónico en columna MonoQ en sistema FPLC (Cazzulo et al., 1995), incluyendo 
algunas modificaciones al protocolo original. La elusión se realizó con un gradiente de NaCl de 0 a 
0,5 M, incluyendo un paso isocrático a 0,14M, y se monitoreó por absorbancia de luz UV a 280nm. El 
perfil de absorbancia de luz UV mostró la elución de proteínas en dos picos, uno comprendido por las 
fracciones 0 a 30 (pico I o pI), y otro mayoritario, constituido por las fracciones 30 a 60 (pico II o pII) 
(Figura 34A). Teniendo en cuenta la co-elución de una SCP activa, en las distintas fracciones 
colectadas se determinó actividad enzimática sobre los sustratos Bz-Pro-Phe-Arg-pNA y FA-Phe-
Phe-OH para medir Cz y SCP, respectivamente. Las fracciones correspondientes al pico I,  (PIa y 
PIb) mostraron actividad frente al sustrato sintético FA-Phe-Phe-OH y en menor proporción actividad 
sobre el sustrato sintético Bz-Pro-Phe-Arg-pNA, confirmando la co-elusión de la Cz con la enzima 
mencionada. Las fracciones correspondientes a los picos pI y pII mostraron actividad enzimática 
sobre el sustrato Bz-Pro-Phe-Arg-pNA, evidenciando la elusión de Cz en ambos picos, sin embargo el 
pico II (PII) mostró únicamente actividad sobre este sustrato, y también la absorbancia de luz UV, 
indicando la mayor recuperación de Cz purificada a homogeneidad en pII. Las fracciones 
correspondientes a cada pico se juntaron, dializaron y analizaron por SDS-PAGE al 10 % seguida por 




de la purificación por MonoQ (Figura 34B) y en el de actividad la presencia de mezcla de enzimas en 










Figura 34. Purificación de la Cz por cromatografía de intercambio aniónico MonoQTM 
A-Monitoreo de la elución por absorbancia a 280 nm (●) y actividad sobre los sustratos sintéticos Bz-Pro-Phe-
Arg-pNA (Δ) y sobre FA-Phe-Phe-OH (▲), las fracciones del pico PII fueron juntadas y dializadas; B- Análisis 
por SDS-PAGE al 10 % seguida por tinción con nitrato de plata de los diferentes pasos de purificación: 5 μg 
del eluído de Con-A (a); 3 μg de la fracción PIa (b); 3 μg de la fracción PIb (c) y 2 μg del pool del PII (d); C- 
Análisis mediante del de actividad con gelatina  (0.15%) incorporada como sustrato del material previo al 
pasaje por la columna (PreMQ) y del Pico II. 
 
En la Tabla 3 se muestra la eficiencia del proceso de purificación de la enzima, mostrando una 
recuperación mayoritaria de la Cz en las fracciones correspondientes a pII. Para los estudios 
posteriores se utilizaron estas fracciones altamente purificadas, correspondientes a las isoformas de la 
cruzipaína que eluyeron con NaCl entre 0,16 y 0,38 M.  
 
Tabla 3. a Purificación a partir de 20 gr de parásitos (epimatigotes, cepa Tulahuen 2)  
b Actividad medida frente al sustrato sintético Bz-Pro-Phe-Arg-pNA  
c Se consideró para los cálculos los datos de extracto crudo. 
Las muestras correspondientes a los diferentes pasos de purificación fueron sometidas a 
determinación de la concentración de proteínas (Bradford et al., 1976) y de actividad enzimática 
frente a dos sustratos sintéticos cromogénicos, a SDS-PAGE seguida por tinción de plata (figura 
34B). Se realizaron geles de actividad gelatinolítica de cada uno de los picos proteicos (Figura 34C). 
Durante todos los pasos de purificación, las muestras se mantuvieron refrigeradas, para evitar la 
degradación por acción de proteasas y por autoproteólisis de la enzima. En la tabla  3 se muestra la 
eficiencia y grado de purificación del proceso de purificación de la Cz, mostrando el mayor 
rendimiento en las fracciones correspondientes a PII. Los ensayos posteriores fueron realizados 
utilizando estas fracciones de Cz purificadas. La identidad de la misma se certificó mediante análisis 





I.2. Purificación del  dominio C-terminal de la Cz  
La obtención del dominio carboxilo terminal de la enzima (C-terminal) se llevó a cabo mediante 
autoproteólisis con algunas modificaciones a la descripción original. mediante la resuspensión de la 
proteína en buffer acetato de sodio 0,2 M pH 6, en presencia de β-mercaptoetanol (Hellman et al., 
1991). La capacidad de la Cz de autoproteolizarse en péptidos con secuencias de aminoácidos 
características genera una mezcla de péptidos pequeños, un fragmento de aproximadamente 25 kDa 
que contiene las modificaciones post-traducciones intactas (C-T) y Cz remanente no autoproteolizada.  
La purificación del domicio C-terminal de la mezcla de péptidos resultante de la autoproteólisis, se 
realizó mediante una cromatografía de exclusión molecular usando como matriz BioGel P30 (Barboza 
et al., 2003). La elusión se monitoreó por absorbancia de luz UV a 230 y 280 nm (Figura 35). El 
perfil de absorbancia de luz UV a 230nm mostró la elusión de tres picos: un primer pico coincidente 
con el volúmen de exclusión de la columna, Pex, correspondiente a las fracciones 28 a 37, un segundo 
pico, Pi, incluído entre las fracciones 39 y 48, y un tercer pico entre las fracciones 85 y 115, 
correspondiente al volúmen incluído de la columna (Vi) (Figura 35).  
El perfil de absorbancia a 280nm mostró la presencia de dos picos, un pico coincidente con las 
fracciones del pico excluído, Pex, y el segundo entre las fracciones 85 y 115. Debido a la ausencia de 
residuos Trp en su secuencia primaria, el dominio C-terminal presenta una absorbancia nula a 280 
nm, sugiriendo la presencia del mismo en las fracciones correspondientes a Pi. Las fracciones 
correspondientes a Pex y Pi se analizaron por SDS-PAGE, seguida por tinción con nitrato de plata, 
evidenciando la presencia de bandas de peso molecular compatibles con el dominio C-terminal en las 
fracciones correspondientes al pico Pi (Figura 35B, fracciones 40-46) En las fracciones 
correspondientes a Pex se observaron bandas de peso molecular correspondientes a moléculas de Cz 
intacta, y fragmentos de degradación intermedia de la misma (Figura 35B, fracciones 30-36). Las 
fracciones 85 a 115 correspondieron a la mezcla de aminoácidos libres y pequeños péptidos (no se 
muestra). Luego de separación mediante SDS-PAGE de las fracciones anteriores, la 
electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa, revelado con suero policlonal de conejo específico 
para Cz y C-T se confirmó que las bandas visualizadas en el pico Pi de la figura 20 corresponden a C-






Figura 35   Purificación del dominio C-terminal por columna de filtración en Gel con BioGel P-30. A) 
Monitoreo de las fracciones por absorbancia de luz UV a 230 y 280nm. B) Análisis de las fracciones de interés 
por SDS-PAGE seguida por tinción con nitrato de plata. a: Cz pre-proteólisis, b: Cz post-proteólisis C) 
Inmunodetección de las mismas fracciones utilizando suero policlonal anti-Cz (dil 1/1000). 
 
I.3. Inactivación de la Cruzipaína  
Todas las inmunizaciones con Cz realizadas durante el desarrollo del trabajo se hicieron con la 
proteasa inactivada (sin actividad catalítica). La actividad de la Cz es inhibida por una gran cantidad 
de compuestos, naturales y sintéticos. En este caso, se utilizó el inhibidor E-64 (trans-epoxi succinil, 
leucil amido (4-guanidino) butano) (Cazzulo et al., 1990a). La incubación de la Cz, totalmente 
purificada de la SCP contaminante, con el inhibidor específico E-64 produjo la pérdida completa de la 





Figura 36 Gel de actividad de la Cz purificada por MonoQ TM. Se muestra la Cz activa en geles de 
poliacrilamida 10 % conteniendo gelatina, antes (a) y después (b) del tratamiento con el inhibidor específico E-
64. 
 
I.4. Obtención de Sueros Policlonales específicos. 
Una vez purificados los antígenos se procedió a desulfatar químicamente Cz y C-T. 
 
 
Figura 37 Representación esquemática de la obtención de antígenos tal cual y desulfatados a partir de 
Epimastigotes de T.cruzi. Por cromatografía (Sefarosa-ConA y MonoQ ) se obtiene Cz en pureza, la que se 
desulfata químicamente para obtener Czd. C-T se obtiene por autoproteólisis a partir de Cz activa. El C-T se 
somete a solvólisis química para obtener C-Td.••• Representa la presencia de sulfatos en la molécula. 
 
 El control de desulfatación de los antígenos, Czd y C-Td, se realizó mediante EM-UV-





Para la obtención de los sueros policlonales específicos para Cz, Czd, C-T y C-Td se llevó a 
cabo la inmunización de conejos Neozelandeces.  
 
 
Figura 38. Esquema de inmunización de conejos para la obtención de suero policlonal específico para 
Cz, Czd, C-T y C-Td. El esquema de inmunización consistió en tres dosis de 50μg de antígeno (Cz, Czd, C-T 
o C-Td) junto con ACF en la primer dosis y en las siguientes se utilizó AIF como adyuvante. Las dosis 
sucesivas se administraron con 21 días de separación. El día 63 se hizo el sangrado a blanco de los animales.  
 
Para asegurar el uso de Cz y Czd, libre de fragmentos intermedios y/o C-T se realizó un SDS-
PAGE, se identificaron las bandas por tinción con Coomasie blue y confirmación en paralelo por 
Western Blot.  Se recortaron las bandas de Cz/Czd y tras decoloración completa se realizó la 






Figura 39. Cz y Czd utilizadas como antígenos para la inmunización de conejos. A la izquierda 50 μg de 
Cz y Czd, respectivamente, con tinción Coomasie Blue (a y b). A la derecha inmuno-reconocimiento por suero 
policlonal anti-Cz  de 0.1 μg de Cz (c) y Czd (d). Las flechas indican las bandas correspondientes a Cz y a 
restos de fragmentos intermedios. 
 
El C-T obtenido del Biogel P-30 y su versión desulfatada sólo se chequearon por Western Blot 
y se utilizaron en su configuración nativa. 
 
Figura 40. Dominio C-Terminal de la Cz, tal cual y desulfatado utilizados como antígeno para la 
inmunización de conejos. A la izquierda tinción de plata de C-T obtenido por biogel P-30 (a), de C-Td, 
obtenido por desulfatación química (b). A la derecha reconocimiento inmune de 0.5μg C-T (c) y C-Td (d) por 
suero policlonal anti-Cz.  
 
Los sueros obtenidos se titularon mediante ELISA con homogenato total de T. cruzi como antígeno en 
placa. Se estableció como punto de corte un valor de absorbancia a 490nm de 0.2. Se obtuvieron los siguientes 
títulos 
 
Tabla 4   . Titulación de los sueron policlonales específicos para Cz, Czd, C-T y C-Td obtenidos en 
conejo. Los sueros se titularon mediante ELISA indirecto utilizando 0.1 μg /pocillo  de homogenato total de T. 












Cabe destacar que al titular los sueros policlonales obtenidos frente a un mismo antígeno, 
homogenato total de T. cruzi (Segura, et al., 1974), se pone en evidencia  que el título del suero 
policlonal específico para Cz duplica al del suero policlonal específico anti-Czd y es 4 veces más 
concentrado que el suero específico para C-Td. 
Al confrontar cada suero contra su antígeno específico, tanto por ELISA como por Western Blot 
se obtuvieron mayores títulos para todos los sueros que los obtenidos frente al homogenato total de 
parásito. El reconocimiento de las diferentes moléculas por los sueros obtenidos se evidenció mediante 
diferentes técnicas (ELISA, dot y Western Blot). Todos los sueros  reconocieron Cz/C-T, Czd/C-Td. 
El resultado de la inmunización en conejos indicó que la inmunización con Cz/Czd y C-T/C-Td 
produjo respuesta humoral específica  y que las moléculas sulfatadas son un estímulo antigénico más 
potente que las moléculas desulfatadas. 
 
I.5. Influencia de la presencia del motivo sulfatado en los sueros policlonales 
obtenidos luego de la inmunización con Cz/Czd o C-T/C-Td 
El inmuno-reconocimiento de 1μg de Cz mediante Western-Blot no mostró diferencias 
significativas entre los sueros policlonales específicos para Cz y Czd, a títulos comparables de los 
mismos. Tampoco se evidenciaron diferencias al enfrentar 1μg de Cz y Czd con suero policlonal 
específico para Cz  (Figura 41). Debido a la intensidad observada en el reconocimiento bajo las 
condiciones anteriormente nombradas, se repitió el ensayo  utilizando 0.1μg de Cz, enfrentando la 
mitad de la calle con suero policlonal específico para Cz y la otra mitad con el específico para Czd,  
obteniendo mayor reconocimiento por el suero anti-Cz,  sugiriendo que esta diferencia se debe a los 
anticuerpos con especificidad a grupos sulfatados. 
Resultados similares se obtuvieron  al enfrentar Cz/Czd, C-T/C-Td con  los sueros específicos 






Figura 41. Inmuno-reconocimiento de moléculas sulfatadas y desulfatadas por los sueros policlonales 
específicos. A) Análisis mediante Western-Blot del reconocimiento de 1μg de Cz (a) y 1 μg de Czd (b) por 
suero policlonal específico para Cz (dilución 1/32.000); (c y d) 0,1μg de Cz, hemibandas incubadas con suero 
anti-Cz (1/32.000) y anti-Czd (1/16.000) respectivamente. B) Análisis por Dot Blot del reconocimiento de 1μg 
de Cz y Czd con suero específico para Cz (1/32000), c y d, dot de Cz (0,1μg), mitad c corresponde al 
reconocimiento por suero específico para Cz y mitad d por suero específico para Czd. C) reconocimiento de 
1μg de Cz y Czd con suero específico para C-T (1/16.000), c y d, dot de Cz (0,1μg), mitad c corresponde al 
reconocimiento por suero específico para C-T y mitad d por suero específico para C-Td.(1/8.000) D) 
Reconocimiento de 0.5μg de  Cz y Czd por suero específico para Czd.  
 
Mientras el análisis por Western-Blot del reconocimiento de 1μg de Cz, no mostró diferencias 
con el de la Czd, la evaluación realizada con 0.1 μg de proteína permitió observar una diferencia 
notable en el reconocimiento de Cz y Czd con el suero policlonal específico anti-Cz. Resultados 
similares se observaron con el suero específico para C-T y C-Td, indicando que las diferencias 
observadas en los sueros específicos para Cz o C-T se deben a los anticuerpos específicos para los 
grupos sulfatos de la molécula. Este resultado explica lo observado en la figura 41 (control de 
Antígenos Cz/Czd). Los sueros específicos para moléculas desulfatadas reconocen de manera similar 
Cz/C-T o Czd/C-Td  
Para justificar que el procedimiento de solvólisis  no influye en la capacidad de pegado del 
antígeno en la membrana o en  placas de alto pegado, se llevaron a cabo  ensayos  por Dot-Blot, 
Western Blot y ELISA con sueros de animales inmunizados.  Al chequear  mediante ELISA y dot blot 
el reconocimiento diferencial de Cz y Czd con suero de ratón policlonal específico para Cz no se 
observaron diferencias evaluando IgG totales, pero si se observó una disminución notoria en el 




se confrontó Cz y Czd con sueros de pacientes con enfermedad de Chagas. Mientras la evaluación de 
las IgG totales no mostró diferencias en el reconocimiento de las moléculas tal cual o desulfatadas, el 
reconocimiento de la Czd resultó casi nulo con el  isotipo IgG2 (Acosta et al., 2008).  La evaluación 
del reconocimiento de Cz y Czd por ELISA, dot y Western Blot demostró que la diferencia en la 
intensidad del reconocimiento de Cz y Czd se debe a la especificidad de los anticuerpos  y no a que 
hubiese alguna diferencia en cuanto al pegado del antígeno en placa. Al evaluar isotiposde IgG 
totales, no se hallaron diferencias en la intensidad del reconocimiento de Cz tal cual y desulfatada  por 
ninguna de las tres metodologías. La diferencia del reconocimiento se pudo evidenciar al analizar el 
isotipo IgG2b, con el que se observó baja intensidad de reconocimiento de Czd frente a iguales 
cantidades de Cz/Czd en placa o membrana.  
Para evidenciar las diferencias en el reconocimiento de Cz/Czd con IgG totales resultó 
necesario ajustar las condiciones para cada metodología,  utilizando cantidades muy bajas del 
antígeno (ng de Cz/Czd) y mayores diluciones del suero específico para  encontrar el rango óptimo en 
el que la intensidad de inmuno-reconocimiento de IgG2b no resulte enmascarada por el 
reconocimiento inmune de otros anticuerpos con especificidades proporcionalmente mayoritarias, en 
ratones, o la fracción de anticuerpos específicos para los sulfatos en el caso de los sueros de conejo.  
  
I.6. Sulfatación y actividad enzimática de la Cz  
Dado que la Cz es la cisteína proteinasa mayoritaria de T. cruzi (Cazzulo  et al., 2001) y que de 
esta actividad enzimática depende el desarrollo del ciclo de vida del parásito, resultó trascendente 
determinar la influencia de la sulfatación  sobre  dicha  actividad.   Para  tal  fin,  se  llevaron  a  cabo  
dos  ensayos.  El  primero,  una  desulfatación  enzimática  de  la  Cz  mediante  el  uso  de  una  
Sulfatasa  comercial (A. entrailis VII Sigma Aldrich),  la cual a diferencia de la sulfatación  química  
no  implica  condiciones  desnaturalizantes  para  la  proteasa,  aunque  requiere una incubación 
durante toda la noche a 37 °C que se tuvo en cuenta al  momento de comparar actividades. Para tener 
un control de este tratamiento, se  dividió la Cz en dos fracciones. A ambas fracciones se las sometió 
al protocolo de  desulfatación  enzimática  pero  solo  a  una  fracción  se  le  agregó  la  sulfatasa  
comercial. Sobre las especies de Cz obtenidas a partir de este primer ensayo, Cz  tratada (sin 
sulfatasa) y Czd (con sulfatasa), se realizó el segundo ensayo. En este  estudio se pretendía saber si el 




la actividad catalítica de la Cz.  Para esto, tanto a la Cz tratada como a la Czd se las incubo con IgGs 
específicas  para  Cz  total  y  para  Czd  purificadas  a  partir  de  sueros  policlonales  de  conejos 
inmunizados  con  ambas  proteínas  por  separado.  Es  útil  mencionar  que  los anticuerpos anti-Czd 
fueron obtenidos a partir de Cz desulfatada químicamente,  lo  que  asegura  un  99%  de  
desulfatación.  Si  los  anticuerpos  dirigidos  hacia  el   epitope  sulfatado  generasen  una  alteración  
de  la  actividad  de  la  Cz  esto  se reflejaría  como  una  diferencia  entre  el  tratamiento  con  los  
anticuerpos  anti-Cz  total  y  anti-Czd.  Una  incubación  de  Czd  con  anticuerpos  provenientes  del 
suero  pre-inmune de los  conejos inmunizados se utilizó como control. Se eligió utilizar  Czd  para  
estudiar  de  manera  indirecta  la  posible  participación  o  no  de  los  sulfatos en la actividad 
enzimática  de la Cz (Figura 42). 
 
Figura 42. Actividad  enzimática  de  la  Cz  frente  a  la  desulfatación  o  bloqueo  del epitope 
sulfatado.  La actividad enzimática de la Cz se midió antes (a) y después de la incubación durante  toda  la  
noche  a  37°C (b-h).  Las  muestras  de  Cz  con  (e-h)  o  sin  (b-d)  tratamiento  de  desulfatación  fueron  
luego  incubadas  durante  1h  y  30  min  a  4°C  con  8  µg  de  IgGs  purificadas anti-Cz (c y f) o anti-Czd (d y 
g). La actividad de la Czd fue evaluada también  tras la incubación con IgGs purificadas del suero pre-inmune 
(PI) como control (h). El Test  estadístico  utilizado  fue  el  ANOVA  de  un  factor*  p<0.05  a  vs  b-h,  
actividad  de  Cz  sin  incubación vs actividad de Cz con incubación a 37°C.  
 
 
De los resultados obtenidos se desprende que ni la desulfatación ni el bloqueo de los epitopes 
sulfatados mediante anticuerpos específicos afectan significativamente a la actividad de la Cz. Con lo 
cual esta modificación post-traduccional de la molécula, lejos de atribuirle una capacidad catalítica a 






II. Influencia del tipo, la cantidad, y la localización del grupo aniónico cargado 
en un determinante antigénico peculiar oligosacarídico involucrado en la 
respuesta inmune a la cruzipaína  
Las estructuras oligosacarídicas sulfatadas, unidas a Asn por enlace N-glicosídico, han sido 
descriptas en pocas proteínas específicas. Nuestro grupo de investigación ha determinado que los 
grupos sulfato presentes en el dominio C-T de la Cz se encuentran involucrados en la antigenicidad de 
la molécula (Acosta et al., 2008). 
Para profundizar en las características de este epítope particular, cargado, presente en el 
dominio C-T y su influencia en el reconocimiento inmunológico, se sintetizaron diferentes 
estructuras. Las mismas se acoplaron a proteínas “carrier”  y se evaluaron biológicamente con sueros 
específicos para Cz y C-T con el fin de analizar la influencia del tipo de estructura,  la cantidad y la 
ubicación del grupo aniónico, en el reconocimiento inmunológico de los oligosacáridos  presentes en 
la molécula de Cz  como determinantes antigénicos.  
 
II.1. Síntesis de los conjugados proteína-azúcar 
Con el fin de obtener conjugados proteína-azúcar adecuados para este estudio, se probaron 
varias proteínas con diferencias en el contenido de residuos de azúcar y proteínas de diferentes pesos 
moleculares, bajo diferentes condiciones de reacción.     
 Mediante el análisis por EM UV-MALDI-TOF se determinó el peso molecular de los 
conjugados y la cantidad de residuos incorporados fue calculada como la diferencia de los pesos 
moleculares de la proteína tratada y sin tratar dividido la masa del residuo del azúcar utilizado . 
En la Fig 43, se muestra el espectro de masa obtenido por UV-MALDI-TOF con  metil 6-
amino-6-desoxy-α-D-glucopiranósido acoplado a BSA, usando diferentes relaciones proteína: 
glutaraldehído: azúcar (Fig. 43A) y diferentes tiempos de reacción (Fig. 43B).  
La Figura 44 muestra el espectro de masa  UV-MALDI-TOF de diferentes azúcares acoplados a 






Figura 43.  Análisis por EM UV-MALDI-TOF de los conjugados BSA-azúcar A) Metil 6-amino-6-desoxi-α-
D-glucopiranósido unido a BSA usando diferentes relaciones proteína: glutaraldehído: azúcar. B) Metil 6-
amino-6-desoxi-α-D-glucopiranósido unido a BSA usando una relación molar BSA:glutaraldehído:azúcar  de 
1:50:50, a diferentes tiempos de reacción. En los círculos se detalla el número de residuos de azúcar unidos 






Figura 44. Análisis por EM UV-MALDI-TOF de los conjugados Aprotinina-azúcar. A) Aprotinina; B) Aprotinina + 
Gal A; C) Aprotinina + NAcGlc; D) Aprotinina + NAcGlc6SO3; E) Aprotinina + GlcN6SO3; F) Aprotinina + 3-aminopropil 
2-acetamido-2-desoxy-6-O-sulfonato de sodio β-D-glucopiranósido (compuesto 3); G) Aprotinina + GlcN2SO3; H) 
Aprotinina + Glc6P. En los círculos se detalla el número de residuos de azúcar unidos por molécula de Aprotinina 




II.2. Evaluación de la especificidad en el reconocimiento de diferentes epítopes 
sulfatados. 
II.2.a. Inmuno-reconocimiento de oligogalacturonatos sulfatados (PGS) y no sulfatados (PGO). 
En ensayos de dot-blot con suero policlonal de ratón específico para C-T se observó muy bajo 
reconocimiento de PGO mientras que el inmuno-reconocimiento de PGS resultó dosis dependiente  
(Fig. 45A). Similares resultados se obtuvieron usando suero específico para Cz (no se muestra). 
Notablemente, PGS, PGO y maltotetrosa (oligosacárido no cargado), poseen enlaces de tipo α, sin 
embargo bajo las mismas condiciones el reconocimiento de maltotetrosa  fue nulo indicando que al 






II.2.b. Inmuno-reconocimiento de heparina, heparina parcialmente degradada y disacáridos  
mono y disulfatados. 
No se observó reactividad cruzada entre Cz y heparina (Fig.45B). Sin embargo cuando una 
muestra de heparina parcialmente degradada se enfrentó  con suero de ratón policlonal específico para 
Cz, mediante ensayo de dot-blot, se observó bajo reconocimiento. Las estructuras de Di-1S, Di-2S y 
PGS son muy diferentes, sin embargo, todas fueron reconocidas por el suero de ratón pero en 
diferente grado. Por lo tanto, el reconocimiento de los compuestos cargados es independiente de la 
estructura sacarídica involucrada. Es interesante destacar que el reconocimiento por el suero de ratón 
específico para Cz aumentó concomitantemente con el incremento en el número de grupos cargados 
en el azúcar utilizado como antígeno: el Di-1S mostró menor reconocimiento que el Di-2S y este 
último, a su vez, fue menos reconocido que PGS (R=0.6). El Di-2S posee un grupo sulfato por 
monosacárido, mientras PGS porta dos grupos sulfato por cada 3 unidades de azúcar (esquema S3, 
materiales y métodos); y adicionalmente el mayor reconocimiento de PGS puede ser atribuido a los 
grupos carboxílicos presentes en el compuesto galacturónico. Cabe aclarar que en todo los casos, 
como era de esperar, el reconocimiento fue nulo cuando se utilizó suero específico para Czd (no se 





II.2.c. Inmuno-reconocimiento de oligogalacturonatos conteniendo relaciones de carga sulfato/ 
carboxilato diferentes.  
Sabiendo que los oligosacáridos carboxilados son parcialmente reconocidos por el suero 
policlonal específico para Cz, se testearon compuestos que contienen  diferentes relaciones de carga 
sulfato/carboxilato (0.4, 0.6 y 1 sulfato por unidad de monosacárido). El reconocimiento de los 
oligogalacturonatos evaluados, por el suero específico anti-Cz, aumentó concomitantemente con el 
incremento en la relación de carga sulfato/carboxilato de los compuestos usados (Fig. 45C),  
mostrando nuevamente la relevancia de la presencia de los grupos sulfato para el reconocimiento 
inmune. Se utilizó maltotetrosa, oligosacárido neutro, como control negativo. En todos los casos se 
volvió a observar la completa anulación del reconocimiento cuando fue usado el suero específico para 
Cz desulfatada (no se muestra) confirmando los resultados presentados.  
 
II.2.d. Inhibición del inmuno-reconocimiento del C-T por  sueros de pacientes con enfermedad 
de Chagas, usando oligogalacturonatos sulfatados. 
Teniendo en cuenta que existe una correlación dosis dependiente, entre la inmuno-reactividad 
del suero específico para Cz/C-T y PGS y con el fin de reforzar las evidencias experimentales que 
muestran que los epítopes sulfatados son inmunodominantes, se evaluó la inhibición del inmuno-
reconocimiento de los sueros de los pacientes con enfermedad de Chagas usando oligogalacturonatos 
polisulfatados sintéticos. Se observó que la unión de los anticuerpos del suero de los pacientes al 
dominio C-T  alcanzó el “plateau” aproximadamente a un porcentaje de inhibición entre 5 y 6 % 
usando cantidades crecientes de la estructura polisulfatada (Figura 45D). Por otro lado, se evaluó el % 
de inhibición utilizando heparina. Por ser una estructura densamente cargada, la heparina posee baja 
capacidad de adsorción a la membrana de nitrocelulosa utilizada en dot-blot. Sin embargo cuando se 
evaluó el reconocimiento del C-T por sueros de pacientes con enfermedad de Chagas mediante 
“ELISA competitivo de inhibición”, usando heparina como inhibidor, no hubo cambios en la unión 
entre antígeno y anticuerpo, confirmando la ausencia de reactividad cruzada entre ambas moléculas, 






Fig. 45. Evaluación de diferentes estructuras sulfatadas como epítopes inmuno-reactivos usando suero policlonal 
específico de ratón o suero de pacientes con enfermedad de Chagas crónica. (A) Inmuno- reconocimiento (%) con 
suero policlonal de ratón específico para C-T de PGO (●), PGS (R=0.6) (▪) y Maltotetrosa (◊) usada como control no 
cargado mediante ensayos de dot-blot. (B) Inmuno-reconocimiento  (%) de heparina (○), heparina parcialmente degradada 
(●), Di-1S (♦) y Di-2S (▲) con suero específico para Cz mediante ensayos de dot-blot. (C) Inmuno-reconocimiento  (%) de 
oligogalacturonatos que contienen diferente relación de carga sulfato/carboxilato (PGS R=1 (●), PGS R=0.67 (♦), PGS 
R=0.4 (▼), PGO R=0 (▲)) con suero de ratón específico para Cz mediante ensayos de dot-blot. (D) Inhibición del 
reconocimiento inmune (%) del C-T por el anticuerpo, usando C-T como antígeno en placa y un “pool” de sueros de 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica (N=6) luego de ser pre-incubados con cantidades crecientes (0.01, 0.1, 1, 5, 
y 10 μg) de PGO, PGS y heparina mediante ELISA competitivo de inhibición. Se utilizó como control suero de ratón 
BALB/c inmunizado con Adyuvante Incompleto de  Freund (AIF) en ausencia de antígeno proteico. En (A), (B) y (C) se 
considera 100% al máximo reconocimiento de PGS  por el suero. En (D) el 100% corresponde al valor de densidad óptica 
a 490 nm obtenido por la unión de los anticuerpos del “pool” a C-T, utilizado como control. El % de inhibición se calculó 
descontando el valor obtenido luego de la competencia con el inhibidor [DO490nm Cz (sin inhibidor)- DO490nm Cz (con 
inhibidor)]/ DO490nm Cz (sin inhibidor) *100. En todos los casos los resultados están  expresados  por la media + desvío 
estándar. Cada experimento se repitió al menos tres veces y cada punto se obtuvo por duplicado. Para el análisis 
estadístico se utilizó test de ANOVA y test de comparaciones múltiples de Tukey. 
 
II.3. Evaluación de diferentes azúcares aniónicos/sulfatados como epítopes 
inmuno-reactivos mediante dot-blot 
Los resultados previamente descriptos indicaron que los azúcares sulfatados son epítopes 
dominantes en la antigenicidad molecular de la Cz. Por lo tanto, decidimos evaluar la importancia de 
la naturaleza del azúcar presente en la estructura sulfatada mediante dot-blot. Diferentes 




unión a la membrana, y fueron enfrentados con un suero policlonal de conejo específico para Cz (Fig. 
46A) y específico para C-T (Fig. 46B). En concordancia con la estructura presente en la Cz nativa, la 
mayor reactividad se observó con N-acetil D-glucosamina-6-sulfato (GlcNAc6S) (Esquema S3, Fig. 
46A). El suero específico para Cz no permitió discriminar entre la posición 2 ó 6 del grupo sulfato 
presente en la unidad de Glucosamina. Los compuestos cargados con grupos menos ácidos, tales 
como fosfato y carboxilato, también fueron reconocidos, aunque en menor grado, sugiriendo que la 
inmuno-reactividad depende de la carga del grupo aniónico presente. Usando suero policlonal de 
conejo específico para el dominio C-T se obtuvieron resultados similares (Fig. 46B). En resumen, 
NAcGlc6SO3 mostró el mayor reconocimiento entre todos los compuestos evaluados. También se 
confirmó la preferencia por el grupo sulfato en posición 6 más que en posición 2 de la glucosamina 
(P<0.01). 
 
Fig. 46. Evaluación de diferentes azúcares sulfatados acoplados a BSA como epitopes inmuno-reactivos, por 
ensayos de dot-blot usando suero policlonal de conejo específico para Cz y C-T. Inmuno-reconocimiento (%) con (A) 
suero de conejo específico para Cz o (B) suero de conejo específico para C-T mediante ensayos de dot-blot cuantitativo usando 
diferentes conjugados de azúcar acoplado a BSA (BSA-azúcar): maltosa (∆), GalA (▲), Glc6P (▼), GlcN2SO3 (♦), GlcN6SO3 (●) 
NAcGlc6SO3 (■). Los conjugados BSA-azúcar fueron comparados tomando como base la misma cantidad de nanomoles 
de residuos de azúcar. En ambos casos, los datos se expresan como la media + desvío estándar. Cada experimento se 
repitió por lo menos tres veces y cada punto se obtuvo por duplicado. 100% corresponde a la reactividad máxima de cada 
suero frente a BSA-NAcGlc6SO3. Análisis estadístico: (B): BSA-NAcGlc6SO3  vs BSA-GlcN6SO3 (P<0.05); BSA-
NAcGln6SO3 vs BSA-GlcN2SO3 (P<0.01); BSA-GlcN6SO3 vs BSA-GlcN2SO3 (P<0.05). Se utilizó ANOVA para un factor y 
test de comparaciones múltiples de Tukey. 
 
II.4. Evaluación de diferentes azúcares aniónicos/sulfatados como epítopes 
inmuno-reactivos por ensayos de ELISA indirecto y  de inhibición. 
Para confirmar la unión de los anticuerpos a diferentes oligosacáridos sulfatados, usando suero 
específico para Cz/C-T, se realizaron ELISAS indirectos. Los azúcares fueron acoplados a 




reconocimiento de las moléculas antigénicas de azúcar. Teniendo en cuenta que el número de residuos 
de azúcar acoplados a la proteína varía dependiendo del azúcar usado, fue determinado por EM-UV-
MALDI-TOF (Fig. 44). Los conjugados Aprotinina-azúcar se compararon tomando como base la 
misma cantidad de nanomoles de  residuos azúcar (Fig. 46A)  
Los resultados obtenidos demostraron claramente que los conjugados a glucosamina (ázucar 
básico), glucosa 6-fosfato (Glc6P) y Ácido D-galacturónico (GalA), presentaron sólo un 5 % de 
reconocimiento, en concordancia con datos precedentes. El suero policlonal de conejo específico para 
Cz no fue capaz de reconocer diferencialmente entre D-Glucosamina 6-sulfato (GlcN6SO3) y D-
Glucosamina 2 sulfato (GlcN2SO3) mediante ELISA indirecto, sin embargo, este suero mostró, 
indudablemente, una mayor preferencia por N-Acetil Glucosamina 6-Sulfato (NAcGlc6SO3) que por 
los antígenos no acetilados (P<0.05). Más aún, el conjugado, Aprotinina-NAcGlc6SO3, se sintetizó de 
dos formas diferentes conteniendo o no un “linker” de cinco carbonos (Fig. 44D, F). Al comparar el 
reconocimiento de ambas estructuras sintéticas por ELISA, se observó la preferencia en el 
reconocimiento por la molécula que contenía el “linker” (esquema S3) (P<0.001), probablemente 
debido a una mayor exposición del azúcar sulfatado atribuida  a la flexibilidad de la cadena del 
“linker” hidrocarbonado.  
Además, se pre-incubó suero policlonal de conejo inmunizado con Cz con cantidades crecientes 
de las diferentes estructuras en estudio y se las utilizó en ELISAs competitivos de inhibición, con Cz 
como antígeno en placa (Fig. 47B). Cuando GlcN6S, fue utilizado como inhibidor, se alcanzó un 7% 
de inhibición. Este porcentaje fue levemente mayor que los obtenidos con las otras moléculas 
evaluadas: no acetiladas, no sulfatadas, o sulfatadas en otra posición (2-3 %). Sin embargo, cuando el 
suero fue pre-incubado con NAcGlc6SO3, alcanzó un 13 % de inhibición, mostrando que 
NAcGlc6SO3 es un potente inhibidor (dosis dependiente) de la unión de los anticuerpos obtenidos en 
conejo,  con la Cz. La diferencia en la inhibición de un 8 % (5% con GlcN6SO3 vs 13 % con 
NAcGlc6SO3) es estadísticamente significativa, confirmando la relevancia de la presencia del grupo 
acetilo en unión N-glicosídica, sumado al grupo sulfato en posición 6, incrementando la antigenicidad 
del epítope (P<0.05). En contraste, aunque los experimentos de la figura 47 y 48 sugieren que el 
grupo acetilo contribuye a la antigenicidad del epítope,  tanto el antisuero de conejo como el de ratón 
reconocen también de manera eficiente a la GlcN6SO3, indicando que la acetilación no es esencial, ya 




por GlcN6SO3 en lugar de GlcN62SO3 (esquema 3) se confirmó mediante la  significancia (P<0.05) 
señalada por ELISA de inhibición. 
Finalmente quisimos evaluar si alguna glicoproteína natural que contenga azúcares sulfatados 
podía ser reconocida por el suero específico para Cz. Utilizamos para este fin ovoalbúmina como 
antígeno. La ovoalbúmina contiene oligosacáridos de tipo híbridos, conteniendo residuos de Manosa 
sulfatada en posición 4, Man-4-sulfato (Yamashita et al., 1983). Notablemente, la amplia diferencia 
en el reconocimiento detectado entre ambas glicoproteínas  confirman la alta especificidad de la 
estructura oligosacarídica sulfatada requerida para la interacción inmune (Fig. 47C). 
 
Fig. 47. Evaluación de los diferentes azúcares sulfatados acoplados a aprotinina como epítopes 
inmuno-reactivos mediante ELISA indirecto y de inhibición, usando suero policlonal de conejo 
específico para Cz. (A) Se confrontó suero policlonal de conejo específico para Cz con diferentes 
monosacáridos acoplados a aprotinina por ELISA indirecto. Se acoplaron a Aprotinina diferentes residuos de 
azúcar: Ap-Gal (∇ ), Ap-GalA (∆), Ap-Glc6P (□), Ap-GlcN2S (▲), Ap-GlcN6S (■), Ap-NAcGlc6SO3 (▼) Ap-
NAcGlc6SO3(link) (◊),  y los conjugados Ap-azúcar fueron comparados en base a los nmoles del residuo de 
azúcar.  El máximo reconocimiento de Cz (1μg/pocillo) por el suero específico se tomó como 100 %. (B) Para 
los ELISA de inhibición, el suero policlonal de conejo específico para Cz fue incubado previamente con 
cantidades crecientes de estructuras sulfatadas y no sulfatadas (nmoles): Gal (○), GalA (∆), GlcNAc (●), Glc6P 
(□), GlcN2S (▲), GlcN6S (■),NAcGlc6S (▼) y testeado con Cz (1μg/pocillo) como antígeno. Se agregó 2β-
mercaptoetanol a las soluciones de PBS-1% de  leche descremada, con cantidades crecientes de azúcar 
inhibidor (nmoles). El porcentaje de inhibición fue determinado comparando la reactividad del suero en 
presencia o ausencia del inhibidor. (C) Inmuno-reconocimiento de Cz (•) y Ovoalbúmina (OA) (▲) usando 
suero de conejo policlonal específico para Cz, expresado en valores de Densidad Óptica a 490nm.  Los 
resultados representan las medias + desvío estándar de las determinaciones por duplicado de tres 
experimentos independientes. Análisis estadístico: (A) Ap-NacGlc6SO3 (link) vs Ap- NacGlc6SO3 (P<0.001); 
Ap-NacGlc6SO3 (link) vs Ap-GlcN6SO3 (P<0.001); Ap-NacGlc6SO3 (link) vs Ap-GlcN2SO3 (P<0.001); Ap- 




GlcN6SO3 (P<0.05); NacGlc6SO3 vs GlcN2SO3 (P<0.01); GlcN6SO3 vs GlcN2SO3 (P<0.05). Se utilizó test de 
ANOVA para un factor y  comparaciones múltiples de Tukey. 
 
Con el objetivo de hacer una evaluación más rigurosa y confirmar la hipótesis que los motivos 
sulfatados ligados a oligosacáridos de tipo-alta manosa constituyen un epítope dominante expuesto en 
el dominio C-T de la Cz, se realizaron ensayos usando IgGs purificadas de suero de animales 
inmunizados y de pacientes. Para alcanzar dicho propósito, se llevó a cabo un ensayo de inhibición 
del reconocimiento del C-T por las IgGs específicas purificadas de suero de conejo (específico para 
C-T) luego de la pre-incubación con cantidades crecientes de NAcGlc6SO3, encontrando un 10 % de 
inhibición. De manera interesante, se obtuvo un porcentaje de inhibición similar cuando las IgGs 
purificadas de suero de pacientes con enfermedad de Chagas fueron pre-incubadas con NAcGlc6SO3, 
en comparación con las IgGs purificadas de sueros humanos control también pre-incubadas con 
cantidades crecientes del epítope sulfatado (Fig. 48). El porcentaje de inhibición obtenido fue similar 
usando Cz como antígeno, confirmando los resultados descriptos (no se muestra). 
 
 
Fig. 48. Inhibición del reconocimiento del dominio C-T por IgGs purificadas a partir de  suero policlonal de conejo 
específico para C-T y de suero de pacientes con enfermedad de Chagas, mediante ELISA de inhibición, con 
cantidades crecientes de NAcGlc6SO3. Se purificaron IgGs de suero de conejo pre-inmune e inmunizado con C-T y de 
suero de pacientes control y con enfermedad de Chagas. Para el ELISA de inhibición se usó C-T (1μg/pocillo) como 
antígeno e IgGs purificadas pre-incubadas con cantidades crecientes de GlcNAc6S (2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 μM). El 
porcentaje de inhibición se determinó comparando la reactividad en presencia o ausencia del inhibidor. Los resultados 
representan las medias + desvío estándar de las determinaciones por duplicado de al menos tres experimentos 
independientes. 
 
Los resultados obtenidos demostraron claramente que la molécula N-acetilglucosamina 6 
sulfato, es la estructura reconocida preferencialmente por los anticuerpos específicos para Cz y C-T y 







Por estudios previos sabemos que los ratones inmunizados con Cz/C-T con y sin tratamiento de 
desulfatación, en ausencia de infección, fueron capaces de inducir niveles elevados de IgG específicos 
para Cz  (Figura 19 Capítulo 4, Introducción). Para evaluar las respuestas humoral y celular frente a 
las estructuras sulfatadas de la Cz, se inmunizaron ratones BALB/c con C-T purificado, sometido a 
tratamiento de desulfatación o sin tratamiento (Acosta et al., 2008). 
 
III-A. 1. Evaluación de la respuesta inmune humoral a Cz y su dominio C-
Terminal en presencia y ausencia de sulfatos: 
 Usando como inmunógenos Cz y C-T, tanto completos como desulfatados, se obtuvo respuesta 
inmune humoral. La respuesta de anticuerpos se evaluó por ELISA y  el perfil de isotipos generado 
mostró resultados similares tanto con   Cz como con C-T. La evaluación de la respuesta de tipo IgG a 
las moléculas sulfatadas en las inmunizaciones con C-T y C-Td, también se evaluó por Dot-blot, 
revelando nuevamente en el perfil de isotipos una preponderancia de  IgG1, seguida del IgG2b e 
IgG2a, sin niveles de IgG3 detectables. (Acosta et al., 2008) (Figura 19 Capítulo 4, Introducción). 
El análisis de los isotipos presentes en el suero de los ratones inmunizados  confrontados con 
ambas moléculas, tal cual y desulfatada, permitió demostrar que: 
I) los ratones inmunizados con las moléculas desulfatadas generan anticuerpos con 
especificidad a Cz y/o C-T;  
II) tanto en ratones inmunizados con Cz como con C-T es importante destacar que el 
reconocimiento observado de la Cz/C-T por parte de los isotipos IgG2b se encuentra 
abolido cuando el antígeno en placa está desulfatado;  
III) los ratones inmunizados con Czd o C-Td  no presentan respuesta del tipo IgG2b frente 




IV) en los ratones inmunizados con Czd/C-Td se detectan niveles significativamente 
elevados de IgG2a cuando reconoce Czd/C-Td, que no se evidencian con el antígeno 
sulfatado en placa;  
V) los ratones inmunizados con Cz/C-T presentan niveles de respuesta IgG2a menores 
que en los inmunizados con moléculas desulfatadas, sin diferencias significativas en el 
reconocimiento de  las moléculas tal cual o desulfatadas.  
VI) los ratones inmunizados con Cz/Czd y C-T/C-Td no presentan diferencias en el 
reconocimiento a Cz por el isotipo IgG1.  
VII) Los ratones inmunizados con Cz y Czd no presentan diferencias en el reconocimiento 
a Czd por el isotipo IgG1. Sin embargo en los  inmunizados con C-T/C-Td  se observó 
una disminución en el  reconocimiento de Czd por los IgG1 (Figura 49). 
 
  Los resultados descriptos permitieron concluir que:  
I)  La inmunización tanto con Cz/Czd como con  C-T/C-Td, mostró una  respuesta 
humoral similar con niveles de  IgG1 significativamente elevados con respecto a los de 
IgG2a, cuando se evaluó el reconocimiento a Cz. 
II) Existen diferencias en los inmunizados con las moléculas desulfatadas que sólo se 
evidencian al evaluar  el reconocimiento de Czd.  
III) El reconocimiento de la Czd por suero de ratones inmunizados con Czd conservó 
niveles elevados de IgG1 e incrementó significativamente los de IgG2a con respecto al 
reconocimiento de la Cz tal cual. 
IV) En cambio el reconocimiento de la Czd por suero de ratones inmunizados con C-Td 
mostró un descenso significativo en los niveles de los isotipos IgG1 e IgG2a  con 
respecto al reconocimiento de Czd por el suero específico para Czd.  
V) los anticuerpos IgG2b se encuentran específicamente dirigidos hacia el epítope 






      
       
Figura 49. Respuesta inmune humoral específica a Cz y/o a su dominio Carboxilo Terminal, en presencia 
o ausencia del epítope sulfatado.Respuesta inmune humoral en ratones inmunizados con Cz y C-T, tal 
cual y desulfatadas:. a) Medición por ELISA de los isotipos IgG1, IgG2a en ratones inmunizados con Cz, Czd, 
C-T y C-Td.   Las barras representan el promedio de las determinaciones por duplicado y su DS. Se detalla 
sobre las barras horizontales el Ag usado en placa (Cz o Czd).  A-B) ■ P<0.001 vs IgG2a Cz (A); ♦ P<0.001 vs 
IgG2a Cz (B); ● P<0.05 vs IgG2a Czd (B); * P< 0.05 vs IgG2a Czd (B); C-D)●P <0.001 vs IgG1 Czd (C); * 
P<0.001 vs IgG2a Czd (C); ■ P<0.001 vs IgG1 Czd (D). B-C) □ P<0.001 vs IgG1 Czd (D); ∇  P<0.05 vs IgG2a 
Czd (D).Se utilizó el test no paramétrico Kruskall-Wallis seguido por el test de comparaciones múltiples de 
Dunn´s. 
 
Con la intención de evaluar el desvío de la respuesta inmune hacia un perfil Th1 o Th2 se 
utilizó como marcador la relación IgG2a/IgG1. Debido a  la variación en los niveles de los isotipos 
involucrados, se analizaron dos situaciones: a) IgG2a/IgG1 en función del reconocimiento de Cz o 
Czd  por sueros de ratones específicos para Cz/C-T y Czd/C-Td respectivamente; b) IgG2a/IgG1 en 
función del reconocimiento de la Cz nativa presente en el parásito.  
 En el primer caso se evaluó la tendencia de  la respuesta inmunológica generada por la 
inmunización propiamente dicha con los diferentes inmunógenos (conteniendo o no motivos 




respuesta de los ratones previamente inmunizados frente a la molécula a la que se expondrían 
naturalmente ante la infección con T. cruzi. 
Teniendo en cuenta la presencia/ausencia del motivo sulfatado en el inmunógeno, el análisis del 
balance de  isotipos, mostró que la inmunización con moléculas desulfatadas presentó relaciones 
significativamente elevadas con respecto a observadas al utilizar inmunógenos sin tratamiento (Cz/C-
T). El mayor cociente (~1) se observó en los inmunizados con C-Td. Sin embargo, el nivel de IgG2a 
no llegó a superar el nivel de IgG1, en ningún caso (Figura 49 B y D). Mientras que los niveles de 
IgG1 de los inmunizados con Cz/C-T  superaron entre 3 a 5.5 veces  los niveles de IgG2a (Figura 49 
A y C). 
Los resultados obtenidos sugieren que cuando el inmunógeno contiene el epítope sulfatado 
existe una clara tendencia de la respuesta inmune hacia un perfil Th2.   


















Figura 50: Respuesta inmune humoral específica a Cz y/o a C-T en presencia o ausencia del grupo 
sulfato. Determinación de la relación IgG2a/IgG frente al reconocimiento de Cz en inmunizados con Cz/C-T o 
de Czd en inmunizados con Czd/C-Td. Sobre la barra horizontal se detalla en Ag usado en placa. Los puntos 
representan las relaciones obtenidas por ratón (n=6). Se encuentran representadas la media y el DS. Los 
resultados son representativos de tres experimentos similares. ● P<0.001 vs IgG2a/IgG1 en inmunizados con 
C-Td. Se utilizó  el test no paramétrico Kruskal- Wallis seguido del test de comparaciones múltiples de Dunn’s 
para el análisis de la relación IgG2a/IgG1. 
 
Por otro lado,  las variaciones en los niveles del marcador  IgG2a /IgG1 obtenidos al confrontar 
los sueros de los ratones inmunizados con Cz/Czd y C-T/C-Td con la Cz nativa se observó que el 




con Cz (Figura 51). Los inmunizados con Czd presentaron niveles de IgG1 ~14.5 veces mayores que 
IgG2a. Del mismo modo, en los inmunizados con C-Td el nivel de IgG1 superó el de IgG2a ~8.5 
veces (Figura 1 B y D). 
El valor del marcador obtenido para los cuatro grupos de inmunización  sugiere una respuesta 
de tipo Th2 ante la molécula nativa presente en el parásito, independientemente del inmunógeno 
empleado (Figura 50). 

















Figura 51: Respuesta inmune humoral específica a Cz y/o a C-T en presencia o ausencia del grupo 
sulfato. Determinación de la relación IgG2a/IgG1 frente al reconocimiento de Cz. Sobre la barra horizontal se 
detalla en Ag usado en placa. * P<0.001 vs IgG2a/IgG1 en inmunizados con Cz. Los puntos representan las 
relaciones obtenidas por ratón (n=6). Se encuentra representada la media y el DS. Los resultados son 
representativos de tres experimentos similares. Se utilizó  el test no paramétrico Kruskal- Wallis seguido del 
test de comparaciones múltiples de Dunn’s para el análisis de la relación IgG2a/IgG1. 
 
Cabe destacar que el grupo inmunizado con C-Td presentó una variación en el valor del 
parámetro (IgG2a/IgG1 de ~1 a 0.2) dependiendo del antígeno con que se enfrentaba sugiriendo una 
polarización hacia Th2, desfavorable para afrontar el desafío con el parásito.  
Para focalizar la participación del epítope sulfatado, presente en el C-T, en  la respuesta 
humoral, se inmunizaron ratones BALB\c con NAcGlc6SO3 acoplado a BSA, como proteína 
transportadora en combinación con AIF (Figura 58. Esquema de Inmunización); repitiéndose el 
mismo perfil de isotipos obtenido en las inmunizaciones previas con Cz y C-T en el reconocimiento 




niveles elevados de IgG2b (Figura 51A). Para conocer la especificidad para los motivos sulfatados de 
la respuesta humoral obtenida, se evaluó el reconocimiento de C-Td, observando que IgG1, IgG2a e 
IgG2b se encuentran involucrados en el reconocimiento del epítope sulfatado (Figura 51B). 
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Figura 51. A) Respuesta inmune humoral en ratones inmunizados con el epítope acoplado a BSA (BSA-
NAcGlcSO3). Determinación mediante  ELISA indirecto del perfil de isotipos en ratones inmunizados con BSA-
NAcGlcSO3 y BSA-NAcGlc, utilizando C-T como antígeno en placa. Control: ratones inmunizados con BSA-AIF. 
Las barras representan el promedio de las determinaciones por duplicado y su DS. Los resultados son 
representativos de tres experimentos independientes similares. ● P =0.0079 vs IgG2a en inmunizados con  
BSA-NAcGlcSO3; ■ P=0.0079 vs IgG1 en inmunizados con BSA-NAcGlc; ♦ P=0.0159 vs IgG2b de los 
inmunizados con BSA-NAcGlc. Se utilizó el test de Mann Whitney para el análisis estadístico del perfil de 




IgG de ratones inmunizados con el epítope acoplado a BSA (BSA-NAcGlcSO3) Determinación del perfil de 
isotipos en ratones inmunizados con BSA-NAcGlcSO3, mediante  ELISA indirecto utilizando C-T y C-Td en 
placa. Las barras representan el promedio de las determinaciones por duplicado y su DS. Los resultados son 
representativos de tres experimentos independientes similares. • C-T vs C-Td en placa: P=0.0079 IgG1 (C-T) vs 
IgG1 (C-Td); P=0.0119 vs IgG2a (C-T) vs IgG2a (C-Td);  P=0.0079 IgG2b (C-T) vs IgG2b (C-Td). Se utilizó el 
test de Mann-Whitney para el análisis estadístico. 
 
Si bien la respuesta T-dependiente frente a NAcGlc genera reactividad cruzada con la miosina 
cardíaca (Malkiel et al., 2000),  se utilizó la inmunización en paralelo con BSA-NAcGlc6SO3 y BSA-
NAcGlc, demostrando que la presencia del sulfato confiere a la molécula diferencias en su 
especificidad.  
Se llevó a cabo la titulación de los sueros policlonales específicos para BSA-NAcGlc6SO3  y 
para BSA-NAcGlc, enfrentando cada suero con su epítope específico. El suero policlonal anti-BSA-
NAcGlc6SO3  presentó un título mayor (1/204.800) que el del suero anti-BSA-NAcGlc. (1/102.400). 
El epítope sulfatado como antígeno T dependiente, demostró tener mayor antigenicidad que la N-
AcGlc y generar una respuesta humoral cualitativamente diferente. El análisis del perfil de subclases 
de IgG del suero específico para NAcGlc comparado con el del suero específico para NAcGlc6SO3 , 
mostró menor nivel en todos los isotipos de IgG, con predominio de IgG2a e IgG2b, seguido de IgG1 
frente a la misma molécula en placa, C-T (Figura 51A). 
Una vez demostradas las diferencias existentes entre la respuesta inmune humoral para  BSA-
NAcGlc6SO3 y para BSA-NAcGlc, se evaluó la reactividad cruzada entre los sueros producidos por 
ambos inmunógenos, presentando los mismos, reconocimiento inmune tanto de BSA-NAcGlc6SO3 
como de BSA-NAcGlc. A pesar de no hallarse diferencias significativas en el reconocimiento del 
epítope sulfatado por los dos sueros específicos (Figura 52A), sin embargo el suero específico para 
NAcGlc6SO3 presentó a títulos altos y comparables disminución significativa del reconocimiento ante 
la ausencia del sulfato en el epítope, en comparación con el suero anti-NAcGlc (Figura 52B), 
































































































































Figura 52. Reactividad cruzada entre BSA-NAcGlc6SO3  y BSA-NAcGlc A) Inmuno-reconocimiento de 
BSA-NAcGlc6SO3 por los sueros específicos para BSA-NAcGlc6SO3 y para BSA-NAcGlc. Determinación 
del reconocimiento de BSA-NAcGlc6SO3 por los sueros de los ratones inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3/ 
BSA-NAcGlc  (IgG totales) mediante  ELISA indirecto B) Inmuno-reconocimiento de BSA-NAcGlc por los 
sueros específicos para BSA-NAcGlc6SO3  y para BSA-NAcGlc. Determinación del reconocimiento de BSA-




ELISA indirecto. Las barras representan el promedio de las determinaciones por duplicado y su DS. Los 
resultados son representativos de tres experimentos independientes similares. ■ P<0.01 vs anti-NAcGlc6SO3 
(dilución 1/51200); ● P <0.001 vs anti-NAcGlc6SO3 (dilución 1/102.400). Se utilizó el test de Mann Whitney para 
el análisis estadístico. 
 
III-A. 2. Evaluación de la respuesta inmune celular a Cz y su dominio C-Terminal 
en presencia y ausencia de sulfatos: 
III-A. 2.a. Evaluación de la hipersensibilidad celular retardada, DTH 
A los 15 días después de la última dosis de inmunización, se evaluó por reacción intradérmica 
en la almohadilla plantar, la respuesta T dependiente en ratones inmunizados con C-T, C-Td. Al 
realizar la lectura a las 48 hs sólo se observó un aumento significativo del espesor de la induración 
utilizando C-T como antígeno y un leve aumento del espesor cuando se inoculó C-Td, en ratones 
inmunizados con C-T. En los ratones inmunizados con C-Td, no se observó aumento significativo en 
la lectura con ninguno de los antígenos, sugiriendo que la inmunización con C-Td no generó 
inmunidad T dependiente. (Figura 20 Capítulo 4, Introducción)  
Con el fin de evaluar la respuesta celular generada por el epítope (BSA- NAcGlc6SO3), el 
mismo se inoculó en forma intradérmica en ratones inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3, BSA-
NAcGlc y ratones control no inmunizados. Se observaron diferencias significativas en el espesor de la 
induración de los ratones del grupo inmunizado con BSA-NAcGlc6SO3 respecto de los inmunizados 
con BSA-NAcGlc y de estos últimos con respecto al control. También se observaron diferencias 
significativas en el grupo inmunizado con BSA-NAcGlc6SO3 cuando el antígeno intradérmico 
utilizado fue BSA-NAcGlc6SO3 a diferencia de BSA-NAcGlc como antígeno.  Si bien el epítope 
sulfatado acoplado a BSA demostró tener cierta capacidad de reclutamiento celular inespecífica en los 
ratones control, los ratones inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3 e inoculados en almohadilla plantar 
con el epítope sulfatado, mostraron el mayor espesor de induración.  
Los resultados indican que el epítope sulfatado  es capaz de generar respuesta celular T 








































Figura 53. Respuesta celular T dependiente obtenida con el epítope sulfatado (N-AcGlc6SO3).Se midió 
por DTH en almohadilla plantar en ratones Control (n=5) e inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3 (n=5) y con 
BSA-NAcGlc (n=5) a las 24 y 48 hs luego de la inoculación intradérmica de BSA-NAcGlc6SO3, BSA-NAcGlc y 
BSA. Las barras representan el promedio del espesor de la induración en la almohadilla plantar con su DS. 
Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes.■ P=0.0079 vs BSA-NAcGlc (Ag ID) en 
ratones inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3; ○ P=0.0357 vs BSA-NcGlc6SO3 (Ag ID) en ratones Control. Para 
el análisis estadístico de los datos se utilizó el test no paramétrico de Kruskal Wallis seguido del test Mann 
Whitney.  
La N-AcGlc conjugada a BSA también fue capaz de generar respuesta celular de tipo T-
dependiente (Malkiel et al., 2000), sin embargo en la Figura 53, se observa nuevamente que el 
epítope sulfatado es inmunodominante. 
III.-A.2.b. Determinación de la producción de citoquinas por los esplenocitos de ratónes 
inmunizados con C-T y C-Td 
Evaluamos también la producción de citoquinas para profundiza en el estudio de la respuesta 
inmunológica de los ratones inmunizados con C-T, C-Td.  Para ello se sometieron los esplenocitos a 
diferentes estímulos y se determinó la concentración de citoquinas en los sobrenadantes. Los mismos, 
se estimularon con 10 µg/ml de Cz y C-T, tal cual y desulfatados, con RPMI y con 2 µg/ml de Con-A 
durante 72 horas. Se utilizó esta lectina como estímulo inespecífico obteniendo concentraciones 
elevadas para cada analito, comprobando la viabilidad de los esplenocitos (no se muestra). El valor 
obtenido estimulando con RPMI fue descontado en todos los casos. 
En primera instancia, se determinaron, mediante ELISA de captura, los niveles de IFN-γ e IL-4 




El grupo inmunizado con C-T mostró mayores niveles de IFN-γ usando Cz/Czd y C-T/C-Td 
como estímulo, superando entre 5-6 veces  el valor de los niveles de esta citoquina en el  grupo C-Td 
(usando C-T y C-Td como estimulantes). A su vez, el grupo inmunizado con C-Td presentó niveles de 
IFN-γ mayores que los del control ( Figura 54). 
 En los sobrenadantes de los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con C-T se 
obtuvieron valores muy bajos de concentración de IL-4. Con Cz y C-T como estímulo se pudo 
observar un leve aumento, entre 2-3 veces, en la concentración de esta citoquina respecto del estímulo 
desulfatado. Los niveles de IL-4 en sobrenadantes de esplenocitos  inmunizados con C-Td fueron 
despreciables o indetectables al igual que el grupo control.   Estos resultados sugieren la participación 
del grupo sulfato, presente tanto en el inmunógeno como en la molécula estimulante, en la producción 
de la citoquina representativa del perfil Th2 (Figura 54). 
 Sólo en los sobrenadantes de los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con C-T se 
pudieron medir ambas citoquinas.  
Los resultados obtenidos al estimular con C-T/C-Td y Cz/Czd, indicaron que:  
I) Los niveles de IL-4 mostraron diferencias significativas usando las molécula sulfatadas 
como estímulo en el grupo inmunizado con C-T;   
II) Los ratones inmunizados con C-T mostraron los mayores niveles de  IFN-γ con todos 
los estimulantes;   
III) Sólo se hallaron diferencias significativas en la producción de IFN-γ  con C-T/C-Td 
como estímulo en ambos grupos (inmunizados con C-T y C-Td);  
IV) en todos los casos, se observó que el estímulo con las moléculas desulfatadas generaba 
valores de IFN-γ superiores a los obtenidos con las moléculas sin tratamiento (Figura 
54). 
 




a) El extremo carboxilo terminal nativo contiene los epítopes responsables de la producción de 
IFN-γ e IL-4. 
b) Las moléculas desulfatadas producen mejor estímulo para la producción de IFN-γ 
Los resultados obtenidos mediante ELISA de captura de estas dos citoquinas sumado a el 
cociente IgG2a/IgG1 y DTH sugieren una respuesta mixta Th1/Th2, en el grupo inmunizado con C-T. 
Por otro lado,  el grupo inmunizado con C-Td posee escasa capacidad de respuesta celular (DTH 
negativa y baja producción de IFN-γ), y una relación IgG2a/IgG1 con tendencia Th2 cuando se evalúa 
el reconocimiento a Cz. 
 
 
Figura 54. Determinación de la producción de INF-γ e IL-4 en ratones inmunizados con C-T y C-Td.  Los 


















































ratón inmunizado con C-T y C-Td. Los sobrenadantes se obtuvieron luego de 48 hs de estimulación con 2 
μg/ml ConA; 10 μg/ml Cz/Czd; 10 μg/ml C-T/C-Td o medio de cultivo solamente (RPMI). ConA se utilizó como 
control positivo de respuesta de los esplenocitos frente al estímulo (no se muestra en el gráfico) y RPMI como 
control negativo (en todos los casos el valor correspondiente a la respuesta a RPMI fue descontado). Las 
barras representan el promedio de las determinaciones por triplicado y las barras de error indican el DS.  Los 
resultados son representativos de tres experimentos similares. ●● P=0.0012 vs IL-4 en sobrenadante de 
esplenocitos de ratón inmunizado con C-T y estimulados con C-Td; ●●● P<0.0006 vs IL-4 en sobrenadante de 
esplenocitos de ratón inmunizado con C-T y estimulado con Czd. Para la producción de INF-γ las diferencias 
observadas entre el grupo C-Td vs Control con todos los estímulantes (C-T/C-Td/Cz/Czd) fueron 
estadísticamente significativas con un P≤0.0006; del mismo modo, las diferencias observadas entre el grupo 
C-T vs C-Td con cada uno de los estímulos fueron estadísticamente significativas con un P≤0.0006. ●●● 
P=0.0006 vs IFn-γ en sobrenadante de esplenocitos de ratón inmunizado con C-T y estimulado con C-T; ● 
P=0.0111 vs IFN-γ en sobrenadante de esplenocitos de ratón inmunizado con C-Td y estimulado con C-T. 
Para el análisis estadístico de los resultados  se utilizó el test no paramétrico Kruskal- Wallis seguido de 
comparaciones mediante el test de Mann Whitney. 
 
Con el propósito de obtener más información acerca del rol del epítope sulfatado en la respuesta 
inmune, se realizó la determinación, por citometría de flujo, de citoquinas representativas del perfil 
Th1 (IFN-γ, IL-2, TNF-α), del perfil Th2 (IL-6, IL-4, IL-10) y del perfil Th17  (IL-17)  a partir de los 
sobrenadantes de los esplenocitos estimulados con CT/CTd. Al igual que en los ELISAs de captura 
los resultados de la estimulación con Cz/Czd fueron comparables a los de la estimulación con C-T/C-
Td. Sólo se muestran los resultados del estímulo con Cz/Czd en caso de aportar información adicional 
a la obtenida con C-T/C-Td (Figura 56). Cabe destacar que, del mismo modo que en los ELISAS de 
captura, se corroboró, en los sobrenadantes, la respuesta adecuada de los esplenocitos a la Con-A (no 
se muestra) y que valor del estímulo con RPMI fue descontado en todos los casos. 
Se compararon los perfiles de citoquinas obtenidos, cuando el estímulo utilizado fue C-T en su 
forma nativa, conteniendo al epítope sulfatado, en los grupos de ratones inmunizados y control. El 
perfil de citoquinas obtenido  en el grupo de ratones inmunizados con C-T se diferenció del grupo 
inmunizado con C-Td mostrando mayores niveles de IL-10, IL-6 (aproximadamente 8 veces), IL-4 e 
IFN-γ (aproximadamente 15 veces), siendo todas las diferencias estadísticamente significativas. Por 
otro lado, el grupo inmunizado con C-Td mostró diferencias significativas en los niveles de IL-10 con 
respecto al grupo control. 
En concordancia con los resultados obtenidos por ELISA de captura y por la relación 
IgG2a/IgG1, el grupo inmunizado con C-T mostró niveles superiores de las 3 citoquinas 
representativas del perfil Th2 (IL-10, IL-6 e IL-4) acompañado de un notable incremento en la 
producción de IFN-γ, comparado con el grupo C-Td y control, confirmando  un perfil Th2 con niveles 




muy similar  al grupo control, con mayor nivel de IL-10, citoquina antinflamatoria perteneciente al 
perfil Th2. 
Se realizó  también la determinación de IL-17, citoquina proinflamatoria representante del perfil 
Th17 (Miyazaki et al., 2010, Gutierrez et al., 2009, Beringer et al., 2016), observando que el grupo 
inmunizado con C-T mostró un nivel significativamente mayor de IL-17, respecto del grupo control. 
A su vez, Los inmunizados con C-Td alcanzaron concentraciones de IL-17 relativamente bajas pero  
mayores en comparación con el grupo control (P<0.05) (Figura 55, A). Sumado a la determinación de 
IL-17, se estableció la relación IL-17/IL-10, como citoquinas antagonistas en la patogénesis de 
diversas enfermedades crónicas (Guo et al., 2016). Se observó una relación IL-17/IL-10 aumentada 
en el grupo inmunizado con C-T (Figura 55, B), sugiriendo que la IL-17 ejerce una modulación 
favorable de las citoquinas para la resistencia a la infección (Guedes et al, 2010) además del efecto 
antinflamatorio producido por IL-10, en contraste con el predominio antinflamatorio por el efecto  de 
IL-10, en el grupo inmunizado con  C-Td. Por lo tanto, La elevación de IL-17 contribuiría como 
componente regulatorio de los niveles exacerbados de IFN-γ asociados a un perfil Th2  (Figura 4 a) 
en el grupo C-T.   
En la Figura 55, C se muestran el dot blot bidimensional del perfil de citoquinas de un ratón 















































































Figura 55 Respuesta inmune celular. Determinación de citoquinas Th1/Th2/Th17 por un kit CBA para 
citometría de flujo, en ratones inmunizados con C-T y C-Td.A) Medición de IL-10, IL-6, IL-4, IFN-γ, IL-2, 
TNF-α e IL-17 en sobrenadantes de cultivos de esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con 
C-T, C-Td y Control, estimulados con C-T. Los sobrenadantes se obtuvieron luego de 48 hs de 
estimulación con 10 μg/ml de C-T. La concentración de cada citoquina (pg/ml) se obtuvo con el software BD 
FCAP Array v3.0. Las barras representan el promedio de 5 determinaciones por duplicado, con su DS. 
Producción de IL-10: ● vs  inmunizados con C-Td; ●●● vs Control. Producción de IL-6: ●●● vs inmunizados 
con C-Td. Producción de IL-4: ●●● vs inmunizados con C-Td. Producción de IFN-γ: ●●● vs inmunizados con 
C-Td. Producción de IL-17: ● vs CTd. ● P<0.05; ●● P<0.01; ●●●P<0.001. Para el análisis estadístico de los 
datos se utilizó el test no paramétrico de Kruskal Wallis seguido del test de comparaciones múltiples de 
Dunn’s.B) Determinación de la relación IL-17/IL-10 en ratones inmunizados con C-T y C-Td. Los valores 
de concentración de IL-17 e IL-10 utilizados fueron los obtenidos con C-T como estímulo. ** (P=0.0079) 
inmunizados con C-T vs C-Td. Para el análisis estadístico de los datos se utilizó el test no paramétrico de 
Kruskal Wallis seguido del test de Mann Whitney.C) Dot plot bidimensional correspondiente al perfil de 
citoquinas de un ratón representativo de cada grupo de inmunización. Control Positivo: sobrenadante de 
esplenocitos de ratón control estimulados con Concanavalina-A + Beads de captura citoquina específicas. Las 
elipses identifican las 7 poblaciones de Beads según su fluorescencia en FL-3/FL-2. Ratón C-T: sobrenadante 
de esplenocitos de ratón inmunizado con C-T y estimulados con C-T. Ratón C-Td: sobrenadante de 
Control  Positivo                                     Ratón inmunizado con C-T




esplenocitos de ratón inmunizado con C-Td y estimulados con C-T. Ratón Control: sobrenadante de 
esplenocitos de ratón control (inmunizado con solución fisiológica+AIF) y estimulados con C-T. 
 
En la medición de citoquinas por citometría de flujo, en los grupos de ratones inmunizados y 
control, usando C-Td como estímulo, se observaron diferencias significativas con disminución de la 
concentración de las citoquinas del perfil Th2 (IL-10, Il-6 e IL-4), y elevación de los niveles de las 
citoquinas del perfil Th1 (IFN-γ, IL-2, TNF-α) en los inmunizados con C-T. Por el contrario, en el 
grupo inmunizado con C-Td, el nivel de citoquinas del perfil Th2 permaneció bajo con descenso de 
IL-10 e incremento significativo el nivel de IFN-γ entre las citoquinas Th1 (Figura 56 a-g).  
Por citometría de flujo se pudo confirmar lo observado en los ELISA de captura (Figura 56), 
demostrando que: 
I) La/s molécula/s desulfatadas representan mejor estímulo para la producción de IFN-γ, 
independientemente de la tendencia de la respuesta inmunológica global (figura 56 d). 
II) La Cz, tal cual, demostró ser el estímulo más potente para la producción de IL-4 (Figura 
56 c).  
III) Sólo se detectó IL-4 en los sobrenadantes de esplenocitos de ratones inmunizados con 
C-T (Figura 56 c). 
 
En la figura 56, c y g, se evidenciaron diferencias significativas en la producción de IL-4 e IL-
17, respectivamente en ratones inmunizados con C-T estimulando con Cz/Czd; demostrando que para 
la producción de ambas citoquinas no sólo es importante la presencia del epítope sulfatado en el 
agente usado como estímulo, sino también la estructura conformacional que el mismo adopta dentro 
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Figura 56. Determinación de citoquinas Th1/Th2/Th17 con un kit CBA para citometría de flujo. Niveles 
de a) IL-10; b) IL-6; c) IL-4; d) IFN-γ; e) IL-2; f) TNF-α y g) IL-17 en pg/ml, medidos en sobrenadantes de 
cultivos de esplenocitos provenientes de ratónes inmunizados con C-T, C-Td y Control y estimulados 
con C-T y C-Td. a) IL-10: ●●● vs inmunizado con C-T con estímulo C-Td; ● vs inmunizado con C-T con 
estímulo C-Td; ●● vs Control con estímulo C-Td. b) IL-6: ● vs inmunizados con C-T con estímulo C-Td. c) IL-
4: ●●● vs inmunizado con C-T con estímulo Czd. d) IFN-γ; ●●● vs inmunizado con C-T con estímulo C-T; ▪▪▪ 
vs control estimulado C-Td. e) IL-2: ● vs inmunizado con C-T con estímulo C-Td; ▪▪ vs Control con estímulo C-
Td. f) TNF-α: ●● vs inmunizado con C-T con estímulo C-T; ▪▪ vs Control estimulado con C-Td. g) IL-17: ●●● 
vs inmunizado con C-T con estímulo Czd. Las barras representan el promedio de 5 determinaciones por 
duplicado con su DS. El análisis estadístico se hizo por Anova de dos factores y test de Bonferroni para las 
comparaciones. ●●● (P<0.001); ●● (P<0.01); ● (P<0.05). 
 
Los resultados de citometría confirmaron que la presencia del epítope sulfatado es 
responsable de desviar el sistema inmunológico hacia respuestas mixtas, exacerbadas e 
inflamatorias, con influencia directa sobre las citoquinas del perfil Th2.   
Si bien no está descripto aún ningún mecanismos de desulfatación comparable  en la biología de 
T. cruzi, este proceso de solvólisis nos permitió clivar los grupos sulfato de las moléculas nativas y 
demostrar que existen diferencias en la respuesta inmune humoral y celular generada simplemente por 
la ausencia del epítope sulfatado en el inmunógeno. Además pudimos evaluar el rol del grupo sulfato 




III-B.1.Evaluación de la participación de los grupos sulfato presentes en el C-T, en 
























Para evaluar la participación de los epítopes sulfatados en la reactividad cruzada entre Cz/C-T y 
miosina, se midieron los niveles de IgG que poseen reactividad cruzada con miosina muscular de 
conejo, en sueros de ratónes inmunizados con Cz y C-T antes y después del tratamiento de 
desulfatación. Los niveles de IgG totales medidos en ratones inmunizados con Czd no presentaron 
diferencias significativas en relación a los obtenidos en ratones inmunizados con Cz. Por el contrario, 
los niveles de IgG fueron significativamente menores en los ratones inmunizados con C-Td en 
comparación con los obtenidos en animales inmunizados con C-T (Figura 57 A). Estos resultados 
demostraron la participación de los sulfatos presentes en el C-T de la Cz en la reactividad cruzada 
entre la Cz y la miosina.  
Para determinar si los isotipos de IgG específicos para los grupos sulfato presentes en el C-T de 
la Cz estaban involucrados en la reactividad cruzada entre ambas moléculas, se determinó el perfil de 
subclases del isotipo IgG de los sueros específicos para Cz y C-T.  El análisis  del mismo reveló que 
IgG2a fue el isotipo involucrado principalmente en el reconocimiento de la miosina, seguido de IgG1 
e IgG2b, mientras IgG3 resultó indetectable (Figura 57 B). Los niveles elevados de IgG1 no se 
encontraron asociados a la presencia de epítopes sulfatados en la Cz, mientras que los pertenecientes a 
la subclase IgG3 resultaron indetectables tanto en suero anti-Cz como en suero anti-C-T. Resultó 
interesante que el reconocimiento de la miosina muscular de conejo por las subclases IgG2a y 2b de 
los sueros de los ratones inmunizados con Czd o C-Td, fue drásticamente abolida, confirmando la 
participación de las moléculas sulfatadas de la Cz en la reactividad cruzada entre Cz y miosina. Los 
niveles de estos isotipos, medidos en sueros de los ratones inmunizados con Cz y C-T, mostraron 
valores similares, indicando que las moléculas sulfatadas del dominio C-T están involucradas en la 
reactividad cruzada entre ambas moléculas (Figura 57 C).  
La participación de los grupos sulfato en la especificidad del reconocimiento de la miosina se 
evaluó también mediante Western Blot, utilizando sueros específicos para Cz/Czd. Se utilizó miosina 
muscular de conejo como control. La banda de 220 kDa, correspondiente a la cadena pesada de la 
miosina mostró disminución de la intensidad de reconocimiento en ausencia de anticuerpos con 
especificidad para sulfatos (Figura 57, tiras 2c, 3e). Similares resultados se observaron utilizando 
sueros específicos para Cz/Czd o las IgGs purificadas a partir de los mismos. 
 En homogenatos de órganos con elevado contenido en miosina, como corazón y músculo 




pesada de la miosina con los sueros específicos anti Cz/Czd, sin embargo se observó en los 
homogenatos un patrón de reactividad de cruzada con bandas de peso molecular menor a 60kDa de 
mayor intensidad utilizando suero específico para Cz con respecto al reconocimiento de las mismas 
con suero específico para Czd. Estos resultados indicaron que los anticuerpos sulfato específicos 









Figura 57. Participación de los grupos sulfato presentes en el C-T en la reactividad cruzada entre la Cz 
y la miosina. La reactividad cruzada entre la Cz y la miosina se localiza principalmente a nivel del dominio C-
T de la Cz. Se midieron los niveles de IgG totales (A) y el perfil de subclases del isotipo IgG (B y C) en suero 
de ratones inmunizados con Cz/C-T antes y después del tratamiento de desulfatación. El porcentaje de 
reconocimiento de miosina muscular de conejo por suero de ratón BALB/c inmunizado con Cz/Czd (n=5), y C-
T/C-Td (n=5), fue calculado descontando el inmuno-reconocimiento inespecífico del suero pre-inmune. Se 
determinaron mediante ELISA indirecto los niveles de IgG totales (A); de los isotipos IgG1, 2a, 2b y 3  con 
reactividad cruzada para  miosina, de los sueros específicos para Cz y Czd (B); y específicos para C-T y C-Td 
(C ). En A: * P<0.01 vs Anti Cz; • P<0.01 vs Anti C-T; En B: • P<0.001 vs IgG2a Anti Cz; * P<0.001 vs IgG2b 
Anti Cz; En C: • P<0.001 vs IgG2a Anti C-T; * P<0.001 vs IgG2b Anti C-T. En A se calculó el porcentaje de 
reconocimiento de miosina por los sueros policlonales específicos para Cz/Czd, C-T/C-Td. Los valores se 
presentan como la media del % de reconocimiento de miosina + DS. Se consideró como 100% a la media del 
valor de DO del reconocimiento de la miosina por el suero específico para Cz. Los resultados son 
representativos de tres experimentos independientes. Para el análisis estadístico se utilizó ANOVA de un 
factor y test de Tukey para las comparaciones.(D) SDS-PAGE, transferencia a membranas de nitrocelulosa y 
Western Blot con sueros policlonales específicos para Cz/Czd de: Miosina, homogenatos de tejido cardíaco y 
muscular esquelético de ratón BALB/c y Cz. Las tiras se cortaron al medio para revelar la misma banda con 
suero específico para Cz y Czd. 1) 1μg de miosina muscular de conejo, se usó suero policlonal de ratón 
específico para miosina 1/500; 2 y 3) 10 μg de miosina, 2b) con suero específico para Cz 1/1000, 2c) con 
suero espefíco para Czd (1/1000); 3d y 3e) inmuno-reconocimiento por IgGs purificadas específicas para Cz 
y Czd. 4) 50 μg de homogenato de corazón teñido con reactivo de Ponceau 5)  50μg de Homogenato de 
corazón con anti-Cz (5b) y anti-Czd (5c); 6) 50μ de homogenato de músculo esqelético teñido con reactivo de  
Ponceau; 7) 50μg de Homogenato de músculo con anti-Cz (7b) y anti-Czd (7c); 8) 80ng Cz Con-A revelada 
con suero específico anti-Cz (8b) y anti-Czd (8c). Los resultados son representativos de al menos 3 
experimentos independientes. 
   
III-B.2. Estudio de la naturaleza y participación del epítope sulfatado en la 





A partir de los resultados obtenidos del análisis estructural del epítope sulfatado; contando con 
los antecedentes de inmunizaciones con Cz/Czd, C-T/C-Td en ratones BALB/c  (Acosta et al., 2008) 
y con el objetivo de estudiar la participación en la inmunopatogenia de los motivos sulfatados, del 
epítope sulfatado presente en el C-T en particular, y/o de sus anticuerpos específicos, se llevaron a 
cabo diferentes esquemas de  inmunización. Se utilizaron  C-T/C-Td, BSA-NAcGlc6SO3/BSA-
NAcGlc como antígenos en combinación con AIF, y las IgGs obtenidas, producto de la 
inmunizaciones anteriormente nombradas, se utilizaron para la inmunización pasiva de los ratones. La 
figura 58 resume los esquemas de inmunización que se utilizaron según el antígeno empleado y la 










Figura 58. Esquema general de inmunización de ratones BALB/c para estudios de la naturaleza y 
participación del epítope sulfatado en la inmunopatología de la enfermedad de Chagas, en ausencia de 
infección. A la izquierda de la figura se esquematiza la cruzipaína y los antígenos utilizados en las sucesivas 
inmunizaciones con el fin de lograr respuestas inmunológicas con especificidad para los motivos sulfatados. 
Los anticuerpos obtenidos se utilizaron para el esquema de  inmunización pasiva.  A la derecha se diagraman 
los esquemas de inmunización utilizados. El esquema de inmunización con C-T/C-Td consistió en cinco dosis 
de 10 μg de antígeno cada una  junto con AIF. Las dosis sucesivas se administraron con intervalo de 7 días. A 
los 15 días después de la última dosis,se procedió a la eutanasia de los ratones inmunizados. La inmunización 
con BSA-N-AcGlc6SO3/ BSA-N-AcGlc consistió en cinco dosis de 10μg de antígeno (BSA-azúcar) junto con 
AIF por vía subcutánea, con intervalo semanal. La eutanasia se realizó a los 15 días posteriores a la última 
dosis. Se incorporó un grupo control de BSA + AIF. La inmunización pasiva  consistió en seis dosis de 10ug 
de IgGs por vía intraperitoneal los días 2, 4, 6, 9, 12, y 17 y se procedió a la eutanasia el día 21 del 







Figura 58. Esquema general de inmunización de ratones BALB/c para estudios de la naturaleza y participación del epítope sulfatado en la 






Nuestro equipo de trabajo ha reportado anormalidades ultraestructurales en el tejido cardíaco de 
ratón inmunizado con C-T y en ausencia de infección con T. cruzi (Acosta, et al., 2008). Al 
profundizar el análisis, se observó que sumado a la desorganización observada en la distribución de 
miofibrillas y mitocondrias, en el tejido cardíaco de los ratones inmunizados con el antígeno sulfatado 
se evidenció un marcado adelgazamiento de las miofibrillas, alargamiento del sarcómero con banda A 
no evidente y numerosas estructuras vacuolares en sarcoplasma  (Figura 59, E).  Tales alteraciones 
sólo fueron inducidas cuando el inmunógeno contenía el epítope sulfatado debido a  que el tejido 
cardíaco de  los ratones inmunizados con C-Td  mantuvo el patrón regular característico del tejido 
cardíaco normal (Figura 59, A y C). 
 
 
Figura 59  Daño tisular cardíaco en ratón inmnizado con C-T, en ausencia de infección. Análisis 
morfológico ultraestructural de tejido cardíaco de ratones inmunizados con C-T y C-Td por  microscopía 
electrónica de trasmisión. Cortes longitudinales de tejido cardíaco (6300x): (A) ratón control con patrón de 
organización normal de estructuras; (B) ratón inmunizado con C-T mostrando severas anormalidades  y (C) 
patrón normal, con estructura regular,  en ratón inmunizado con C-Td. A mayor aumento (25000x) se muestra 
un corte de ratón control (D) y alteraciones ultraestructurales en un corte de ratón inmunizado con C-T (E). 





Se llevó a cabo el análisis comparativo cualitativo y cuantitativo por Western Blot y por 
inmunohistoquímica, respectivamente, a partir de tejido cardíaco de ratón inmunizado con C-T y C-
Td.  
Se analizaron homogenatos de corazón mediante Western Blot utilizando suero policlonal de 
conejo específico para C-T. El grupo inmunizado con C-T mostró la mayor reactividad cruzada entre 
el suero anti-C-T y la miosina cardíaca. Pero además de una banda inmuno-reactiva con peso 
molecular cercano a 220 kDa, compatible con la cadena pesada de la miosina, se observaron otras 
bandas de menor peso molecular aparente con grado variable de inmuno-reconocimiento. 
Resultó llamativa la intensidad del reconocimiento presentada por una banda cercana a 50 kDa 
y por otra banda cercana a 60 kDa, menos intensa que la anterior pero que presentó mayor 
inmureactividad que la de 220 kDa. Sin embargo, para una correcta interpretación del reconocimiento 
del homogenato de corazón por el suero específico para C-T estas bandas (~60 y 50kDa) deberán ser 
identificadas mediante UV-MALDI-TOF. 
El mismo patrón de bandas inmuno-reactivas  se repitió en los homogenatos de corazón de los 
ratones inmunizados con C-T, C-Td y control, registrando  diferencias cuantitativas significativas en 
la  intensidad de reconocimiento de las bandas entre los diferentes grupos. Este resultado indica la 
existencia, además de la miosina, de otras proteínas cardíacas, que tienen reactividad cruzada de alta 
afinidad con Cz.  
En los ensayos de inmunohistoquímica, por inmuno-ORO, para determinar la especificidad de 
los anticuerpos específicos para motivos sulfatados en el reconocimiento del tejido cardíaco de los 
ratones inmunizados con C-T y C-Td, se utilizaron sueros anti-Cz y anti-C-T pre-adsorbidos con 
miosina. Fue demostrada la reactividad cruzada existente entre Cz y miosina; sin embargo, esta última 
es una proteína citosólica, que contiene fosfatos como grupo aniónico “crosreactivo” pero no sulfatos 
(Acosta et al., 2011)  
Los resultados del análisis de la distribución de las partículas de ORO en tejido cardíaco con 
sueros específicos para Cz/C-T, mostraron: 1) reactividad cruzada en fibrillas y mitocondrias; 2) 
reactividad cruzada remanente luego de la absorción con miosina, indicando reactividad cruzada con 




cruzada principalmente con C-T) y 4) una disminución significativa en el número de Spots en fibrilla 
y mitocondria (Fig. 60 G, H) en tejido cardíaco de ratón inmunizado con C-Td. 
Los resultados del análisis por inmunohistoquímica indicaron que la presencia de motivos 
sulfatados en el inmunógeno, así como también los anticuerpos sulfato específicos generados (IgG2a, 
IgG2b) se encuentran involucrados en la reactividad cruzada entre la Cz y proteínas del tejido 
cardíaco. 
 




















































































































































Figura 60. Reactividad heteróloga entre Cz/C-T y miosina y/o otras proteínas cardíacas en ratones 




Análisis por Western Blot de homogenatos de corazón de ratones BALB/c inmunizados con C-T; C-Td 
y control. A y B Se sembraron 80 ng de Cz; 50μg de homogenato de corazón de ratones inmunizados con 
C-T, C-Td y controles en un SDS-PAGE 10%, se transfirieron a membrana de nitrocelulosa e incubaron con 
suero policlonal de conejo específico para C-T (1/1000). Se cuantificó la intensidad de reconocimiento de la 
banda de 220 kDa usando Image J. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. 
Se utilizó para el análisis estadístico el t test. 
Análisis por inmunohistoquímica de tejido cardíaco de ratón BALB/c inmunizado con C-T; C-Td y 
control. Se presenta por separado el análisis en Miofibrillas (M) y mitocondria (m) de corazón de ratón 
inmunizado con C-T (barras grises) y ratón inmunizado con C-Td (barras negras). Recuento de partículas 
inmuno-reactivas en tejido cardíaco de ratón inmunizado con C-T y dCT usando suero policlonal de conejo 
específico para Cz/C-T pre y post adsorción con miosina. El control de absorción fue realizado adsorbiendo 
los sueros con BSA. Micrografías electrónicas: Reactividad heteróloga entre suero policlonal de conejo 
específico para Cz, pre y post adsorción con miosina y Miofobrillas (Figura  C y D); y mitocondrias (Figura E y 
F) de tejido cardíaco de ratón inmunizado con C-T. La marcación inespecífica observada en los controles no 
inmunizados fue descontada. Cz/C-T-M: suero específico para Cz/C-T adsorbido con miosina. G) Recuento 
en Miofibrillas: ● Cz (inm C-T) vs Cz (inm C-Td) P<0.0001;■ Cz (inm C-T) vs Cz-M (inm C-T) P<0.0001; ♦ Cz-
M (C-T inm) vs Cz-M (C-Td inm) P<0.0001;  ⃰  C-T (C-T inm) vs C-T (C-Td inm) P<0.0001; ○ C-T (C-Tinm) vs 
CT-M (C-T inm) P<0.0001; + CT-M (C-T inm) vs CT-M  (C-Td inm) P<0.0001. H) Recuento en mitocondrias: Δ 
Cz (inm C-T) vs Cz (inm C-Td) P<0.0001; ● Cz (inm C-T) vs Cz-M (inm C-T) P<0.0001; ■ Cz-M (C-T inm) vs 
Cz-M (C-Td inm) P<0.0001;  ⃰  C-T (C-T inm) vs C-T (C-Td inm) P<0.0001; ♦  C-T (C-Tinm) vs CT-M (C-T inm) 
P<0.0001; □ CT-M (C-T inm) vs CT-M  (C-Td inm) P<0.0001. Se hizo el recuento de 10 campos de 3 ratones 
por grupo de inmunización en electro-micrografías a 50.000x. Se utilizó software Axion Vision. Para el análisis 
estadístico se utilizó ANOVA de dos factores con Test de Bonferroni para las comparaciones. 
 
Tanto en el tejido muscular cardíaco como en el esquelético no se observaron anormalidades 
por microscopía óptica mediante el uso de las tinciones de rutina Hematoxilina/Eosina, Tricrómico 
de Golden-Masson o Van Gieson,  en los ratones inmunizados con C-T y tampoco en los 
inmunizados con  C-Td.  
Nuevamente, el estudio ultraestructural del músculo esquelético de ratón inmunizado con C-T 
(Fig. 61B) reveló alteraciones  tanto en fibrillas como en mitocondrias. Los cambios en fibras 
musculares esqueléticas incluyeron un incremento notable del espacio sarcoplásmico interfibrilar con 
extensa vacuolización. Dentro de las anormalidades mitocondriales se observó pleomorfismo, 
mitocondrias hinchadas con pérdida severa de las crestas y alteración del patrón de distribución 
mitocondrial característico del tejido muscular esquelético (Fig. 61D). También se observó 
incremento en el recuento de mitocondrias por campo. Por el contrario, en músculo esquelético de 







Figura 61. Daño tisular muscular esquelético en ratón inmunizado con C-T, en ausencia de 
infección. Análisis morfológico ultraestructural de tejido muscular de ratones inmunizados con C-T y C-
Td por  microscopía electrónica de trasmisión. Cortes longitudinales de tejido muscular (6300x): (A) ratón 
control muestra patrón normal; (B) ratón inmunizado con C-T mostrando severas anormalidades  y (C) 




ratón control (D) y alteraciones ultraestructurales en un corte de ratón inmunizado con C-T (E). Los 
resultados son representativos de tres ratones por grupo, en tres experimentos independientes. (F) 
Muestra la relación miofibrillas/sarcoplasma por campo: área ocupada por el contenido miofibrilar en 
relación con el área correspondiente al sarcoplasma. ●●● C-T vs Control (P<0.0001). Para este análisis 
se utilizó Software Axion Vision y para el análisis estadístico se utilizó t Test. (G) Recuento de 
mitocondrias por campo. ■■■ C-T vs Control (P<0.0001), se utilizó t Test para el análisis estadístico. Los 
resultados son representativos de tres ratones por grupo (recuento de 10 campos por ratón), en tres 
experimentos independientes. 
 
Al igual que con el tejido cardíaco, se realizó el análisis del homogenatos de músculo 
esquelético mediante Western Blot, utilizando suero policlonal de conejo específico para C-T. Sólo en 
el grupo inmunizado con C-T se observó leve  reactividad en la banda de 220 kDa. Por otro lado, 
tanto los homogenatos de músculo de los ratones inmunizados con C-T, C-Td como los controles 
presentaron también una banda inmuno-reactiva  preponderante de ~50kDa y otra banda de menor 
intensidad de ~60kDa. Nuevamente, para la correcta interpretación del reconocimiento del 
homogenato de músculo por el suero específico para C-T estas bandas (~60 y 50kDa) deberán ser 
identificadas mediante UV-MALDI-TOF. Sin embargo resulta interesante destacar que en el 
homogenato de los ratones inmunizados con C-T se observó mayor intensidad en el reconocimiento 
de ambas banda respecto del inmunizado con C-Td y control. 
 
El análisis de las fibras de músculo esquelético realizado con microscopía electronica por 
inmuno-ORO reveló que el suero policlonal específico para Cz, luego de ser adsorbido con miosina 
presentó mayor inmuno-reconocimiento de proteínas musculares en tejidos de ratón inmunizado con 
C-T en comparación con el tejido de los controles e inmunizados con C-Td. Esta diferencia indicó la 
participación de los grupos sulfato en dicha reactividad cruzada. Sin embargo, luego de la adsorción 
del suero específico para C-T con miosina no se observaron diferencias en el inmuno-reconocimiento 
de tejidos de ratón inmunizados con C-T respecto de los inmunizados con C-Td, indicando que a 
diferencia del tejido cardíaco, en músculo esquelético la reactividad de los anticuerpos sulfato del 
suero anti-C-T se encuentra vinculada a la miosina u otras proteínas relacionadas por especificidad 
antigénica. La reactividad observada al utilizar el suero específico anti-C-T adsorbido con miosina 
representa el inmuno-reconocimiento de proteínas diferentes a miosina en el cual no participan los 
motivos sulfatados. Por lo tanto la reactividad cruzada entre miosina y Cz en tejido muscular 




El notable aumento en el recuento mitocondrial (Figura 61 G ) en tejido cardíaco, sumado a las 
alteraciones mitocondriales presentes en tejido cardíaco y muscular esquelético de los ratones 
inmunizados con C-T en comparación con inmunizados con C-Td o tejidos de ratón control plantean 
un interrogante relacionado con la funcionalidad mitocondrial de este grupo de inmunización. Por lo 
tanto a fin de poner en evidencia modificaciones en el metabolismo mitocondrial del tejido muscular 
se midió la actividad específica de la citrato sintasa (CS), como marcador mitocondrial, en 
homogenatos de músculo cardíaco y esquelético de ratones inmunizados. La actividad específica de 
CS en homogenatos de músculo cardíaco y esquelético de ratón inmunizado con C-T, C-Td y control 
resultó similar. Sin embargo estos resultados sugieren que la funcionalidad mitocondrial en los 





















































Figura 62 Reactividad heteróloga entre Cz/C-T y miosina y/u otras proteínas musculares 
esqueléticas en ratones inmunizados con C-T, en ausencia de infección.  
I)Análisis por Western Blot de homogenatos de músculo esquelético de ratones BALB/c 
inmunizados con C-T; C-Td y control. Se sembraron 80 ng de Cz; 50 μg de homogenato de músculo de 
ratones inmunizados con C-T, C-Td y controles en un SDS-PAGE 10%, se transfirieron a membrana de 
nitrocelulosa e incubaron con suero policlonal de conejo específico para C-T (1/1000). Los resultados son 
representativos de tres experimentos independientes.  
II)Análisis por inmunohistoquímica de tejido muscular esquelético de ratón BALB/c inmunizado con 
C-T; C-Td y control, en ausencia de infección. Micrografías electrónicas: Reactividad heteróloga entre 
suero policlonal de conejo específico para Cz adsorbido con miosina en tejido muscular de ratón BALB/c 
control (A), inmunizado con C-T (B) e inmunizado con C-Td (C).  
D-Recuento de partículas inmuno-reactivas en tejido muscular de ratón inmunizado con C-T y dCT 
usando suero policlonal de conejo específico para Cz/C-T pre y post adsorción con miosina (Cz/C-
T-M: suero específico para Cz/C-T adsorbido con Miosina). Las barras grises claras y oscuras representan 
las mediciones en tejido de ratón inmunizado con C-T y C-Td, respectivamente. El control de absorción fue 
realizado adsorbiendo los sueros con BSA (Cz-BSA; C-T-BSA), sin presentar  diferencias con respecto al 
suero anti-Cz/C-T sin adsorber (no graficado). La marcación inespecífica observada en los controles no 
inmunizados fue descontada.  ● Cz (inm C-T) vs Cz (inm C-Td) P<0.0001; ■ Cz (inm C-T) vs Cz-M (inm C-
T);  ⃰  Cz (inm C-T) vs C-T (inm C-T) P<0.001; ♦ Cz-M (inm C-T) vs Cz-M (inm C-Td) P<0.0001; ○ C-T (inm 
C-T) vs C-T (inm C-Td) P<0.0001; □ C-T (inm C-T) vs C-T-M (inm C-T) P<0.05. Se hizo el recuento de 10 
campos de 3 ratones por grupo de inmunización en electromicrografías a 50.000x. El análisis estadístico se 


















































Figura 63 .Evaluación de la función mitocondrial en homogenatos de corazón y músculo 
esquelético de ratones BALB/c inmunizados con C-T, en ausencia de infección.  Se determinó la 
actividad específica de la enzima citrato sintasa (CS) como parámetro de funcionalidad mitocondrial  en 
homogenatos de corazón y músculo esquelético de ratones BALB/c inmunizados con C-T/C-Td y controles. 
Para el análisis estadístico se utilizó el test de Kruskal-Wallis seguido de comparaciones de Dunn´s. 
 
El análisis de la ultraestructura cardíaca de ratones BALB/c inmunizados con BSA-
NAcGlc6SO3 mostró desorganización ultraestructural similar a la descripta para los inmunizados con 
C-T. Sin embargo, el análisis ultraestructural del tejido cardíaco de los ratones sometidos a 
inmunización pasiva  con anticuerpos específicos para el epítope sulfatado, purificados a partir de los 
sueros específicos para BSA-NAcGlc6SO3, resultó muy interesante. Las secciones longitudinales de 
tejido cardíaco de ratón control no inmunizado e inmunizado con IgGs purificadas a partir de suero de 
ratón pre-inmune presentaron aspecto normal con el patrón clásico de distribución de fibrillas y 
mitocondrias agrupadas y ordenadas paralelamente al eje longitudinal de las miofibras. A su vez, los 
sarcómeros presentaron un patrón regular y uniforme, dando el aspecto típico de estriación 
transversal. En los inmunizados con IgGs específicas para N-AcGlc6SO3 se observaron alteraciones 
tanto en las fibrillas como en mitocondrias. En la figura 64 E, si bien se observa  al corte longitudinal 
una arquitectura tisular conservada, hay una disminución en el díametro de las miofibrillas, con 
debridamiento (separación en forma paralela) entre los componentes miofibrilares, y mitocondrias 
severamente alteradas. Se observó “sweeling” mitocondrial, con aumento de la separación entre las 
crestas y/o focos de matriz en ausencia de las mismas.  En algunas mitocondrias se observó pérdida 
de  integridad de la  membrana mitocondrial (Figura 64 G). La medida  de todos los sarcómeros 




respecto de control y del inmunizado con IgGs pre-inmunes se debe al estado de contracción de las 
fibras (Figura 64 E). Sin embargo, en la figura C se observa notable desorganización de miofibrillas, 
disrupción miofibrilar, pérdida de  uniformidad en el largo de los sarcómeros, perdída de la cohesión 
paralela entre las miofibrillas a expensas de un aumento del espacio sarcoplásmico interfibrilar, 
presentando mitocondrias alteradas y sin un patrón de agrupamiento característico (Figura 64 C). En 
el tejido cardíaco de ratón inmunizado con IgGs provenientes de suero de ratón específico para N-
AcGlc6SO3 purificadas se observaron notorias alteraciones. Puede verse que en las figuras C y D, se 
aprecian también sectores de tejido con un aspecto de Bandas Z discontinuas/intermitentes respecto 
de las bandas Z predominantes y alineadas en forma paralela transversal en los tejidos normales 
(Figura 64 A). A pesar de las numerosas alteraciones presentadas en los tejidos de los ratones 
inmunizados con los anticuerpos específicos para N- AcGlc6SO3, la integridad de los discos 
intercalares se mostró conservada (Figura 64 D). 
 
Las alteraciones ultraestructurales producto de la interacción entre anticuerpos homólogos 
exógenos, específicos para el epítope sulfatado, y el tejido cardíaco del ratón, indican que los 
anticuerpos con especificidad para los motivos sulfatados presentes en el C-T de la Cz se encuentran 






Figura 64. Alteraciones ultraestructurales de tejido muscular cardíaco en ratones inmunizados 
pasivamente con Inmunoglobulinas G de ratón específicas para N-AcGlc6SO3 purificadas. El análisis 
morfológico ultraestructural se realizó por microscopía electrónica de transmisión  A) Ultramicrografía de  
tejido cardíaco de ratón control; B) Tejido cardíaco de ratón inmunizado con IgGs purificadas a partir de suero 
de ratón pre-inmune; C, D y E) Tejido cardíaco de ratón inmunizado con IgGs provenientes de suero de ratón 
específico para N-AcGlc6SO3 purificadas. A, B, C y E (20.000x), la barra equivale a 0.2 μm. D a 12.000x y la 
barra equivale a 0.5 μm F) Mitocondria de tejido cardíaco de ratón inmunizado con IgGs purificadas a partir de 
suero pre-inmune; G) Mitocondrias de tejido cardíaco de ratón inmunizado con IgGs purificadas a partir de 






Figura 64. Alteraciones ultraestructurales de tejido muscular cardíaco en ratones inmunizados 





PARTE III-C.  
 
III-C. Participación de los motivos sulfatados en la infección experimental por T. 
cruzi  de ratones BALB/c inmunizados en presencia o ausencia del epítope 
sulfatado en el inmunógeno. 
Después de llevar a cabo el análisis de la participación de los motivos sulfatados, presentes en el 
C-T de la Cz, en la generación de la respuesta inmunológica humoral y celular, en la inducción de 
alteraciones tisulares musculares y en la inmunoreactividad cruzada con proteínas musculares del 
huésped, decidimos evaluar de qué manera la exposición previa a sulfatos y/o a sus anticuerpos 













Figura 65. Esquemas de inmunización y desafío de ratones BALB/c para los estudios de la 
participación del epítope sulfatado en la infección experimental por T. cruzi. El esquema de 
inmunización con C-T/C-Td consistió en cinco dosis, administradas semanalmente, de 10 μg de antígeno cada 
una junto con AIF. El día 30 posterior a la última dosis se procedió al desafío subletal con 2000 
tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi, cepa Tul 2. Recuento de parasitemias cada 2-3 días, registro de 
muertes entre los días 0 y 45 luego de la infección. El día 45 post-infección se procedió a la  eutanasia de los 
ratones. La inmunización con BSA-N-AcGlc6SO3 / BSA-N-AcGlc consistió en cinco dosis de 10 μg de antígeno 
junto con AIF por vía subcutánea, con intervalo semanal. El desafío subletal con 2000 tripomastigotes 
sanguíneos de T. cruzi, cepa Tul2, se realizó 15 días después de la última dosis de inmunización. El día 28 
post-infección se procedió a la eutanasia de los ratones, habiéndose registrado las parasitemias 2-3 veces por 
semana y las muertes diariamente. El esquema de inmunización pasiva se aplicó posteriormente al desafío 
subletal con 500 tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi, cepa Tul2 y consistió en seis dosis de 10 µg de IgGs 
por vía intraperitoneal los días 2, 4, 6, 9, 12, y 17 y se procedió a la eutanasia de los ratones el día 21 del 








Figura 65. Esquemas de inmunización y desafío de ratones BALB/c para los estudios de la 






III-C.1. Desafío subletal de ratones inmunizados con C-T y C-Td, con 
tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi, cepa Tulahuen, stock 2 (Tul 2). 
A los 30 días de la última dosis de inmunización se llevó a cabo el desafío con una dosis 
subletal de 2000 tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi Tul 2.  En el grupo control se observó un pico 
de parasitemia el día 19 posterior a la infección (dpi), sin registros de mortalidad durante la fase de 
aguda. A diferencia, los grupos de ratones inmunizados con C-T y C-Td que mostraron doble pico de 
parasitemia; el primer pico centrado en el día 19 dpi y el segundo en el día 28 dpi. A su vez, la 
parasitemia mostró un comportamiento diferente en ambos grupos. El grupo inmunizado con C-T 
presentó valores de recuento mayores durante el primer pico de parasitemia con respecto al segundo, 
además de registrarse una muerte el día 19 dpi. Por otro lado, el grupo inmunizado con C-Td presentó 
un primer pico de parasitemia con un registro de 2 muertes el día de mayor recuento y un segundo 
pico de parasitemia con recuentos mayores a los del primero, ocurriendo una muerte previa al pico el 



































































Figura 66  Fase aguda de la infección subletal de ratones BALB/c, inmunizados con C-T /C-Td, por T. 
cruzi. A) Recuento mediante gota gruesa del número de parásitos por ml de sangre periférica de ratones 
control, inmunizados con C-T y C-Td (n= 5 ratones por grupo) y sometidos a una dosis subletal de 2000 
tripomastigotes sanguíneos de la cepa Tul 2 de T. cruzi. Se graficó la media del recuento y su desvío 
estándar. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. Con asteriscos (*) se 
señalaron en la curva los días en los que se registraron muertes, en color rojo y azul, para el grupo 
inmunizado con C-Td y C-T respectivamente. B) Porcentaje de sobrevida de los ratones control, inmunizados 
con C-T y C-Td luego del desafío. Las muertes se registraron diariamente. Los resultados son representativos 






Tabla 5. Fase aguda de la infección subletal por T. cruzi, cepa Tul 2, en ratones BALB/c control e 
inmunizados con C-T y C-Td. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. dpi= 
días post-infección. Para la determinación de la duración de la parasitema se considera el período con 
recuentos superiores a 15 x10
4 
parásitos/ml. Dicho período se representa en la tabla como intervalo, cuyos 




Los ratones inmunizados presentaron períodos de parasitemia prolongados con respecto al 
grupo control. En este caso, la evaluación de la parasitemia a través del AUC, resulta más 
representativa, ya que integra el valor de los recuentos y la extensión del período en el que se 
encuentran tripomastigotes en sangre. Sin embargo, este parámetro, al igual que la curva de 
parasitemia, se encuentra directamente influenciado por las muertes, resultando ser un parámetro real 
de la severidad del curso de la infección.  Por lo tanto, el mayor  valor de AUC registrado en el grupo 
inmunizado con C-T, indica que la parasitemia a lo largo del período en este grupo fue mayor que en 
el grupo de ratones inmunizados con C-Td, en el que murieron el 80 % de los integrantes. Por lo 
tanto, el grupo inmunizado con C-T pudo sobreponerse a una parasitemia mayor mientras el grupo 
inmunizado con C-Td resultó afectado con mayor severidad 
La mortalidad mostró diferencias significativas entre los grupos. En el grupo C-T se encontró 
asociada al recuento máximo de parásitos/ml. En cambio, las muertes en el grupo C-Td ocurrieron 
durante un período más prolongado y asociadas a la ocurrencia de picos de parasitemia. En los grupos 
inmunizados tanto con C-T como con C-Td se alcanzaron valores de parasitemias letales a diferencia 




 Se realizó el análisis histopatológico de tejido cardíaco y muscular esquelético de los ratones 
que lograron superar la infección aguda. Se clasificó a los tejidos según su infiltrado inflamatorio. De 
este modo, se observó miocarditis leve en los ratones infectados control e inmunizados con C-Td y 
miocarditis leve a moderada en los inmunizados con C-T (según “Score” de miocarditis descripto en 
Bontempi et al., 2015) (Figura 67 ). 
A nivel de músculo esquelético se observó miositis severa en los ratones inmunizados con C-T 
y C-Td y miositis focal no confluente en el músculo de los ratones control de infección (clasificación 
de miositis según la distribución y extensión del infiltrado inflamatorio, Martin et al., 2007).  
 
Figura 67.  Alteraciones histopatológicas de tejido cardíaco de ratones BALB/c control e inmunizados 
con C-T/C-Td, post-desafío subletal por T.cruzi.  Secciones transversales, con tinción  hematoxilina/eosina, 
de tejido muscular cardíaco obtenido de ratones BALB/c control (A),inmunizados con C-Td (B) e inmunizados 
con C-T (a menor y  a mayor aumento, C y D respectivamente) el día 45 post-infección. D muestra con mayor 
detalle un foco de infiltrado inflamatorio linfoplasmocítico, indicado  entre flechas.  El aumento en A, B y C es 
10x y  en D es  40x.  La fotos son representativas de 4 ratones pertenecientes a cada grupo de inmunización 






Figura 68. Alteraciones histopatológicas de tejido muscular esquelético de ratones BALB/c control e inmunizados con C-T/C-Td, post-
desafío subletal por T. cruzi. Secciones longitudinales de tejido muscular esquelético obtenido de ratones BALB/c control (A), inmunizado con C-T 
(B) e inmunizado con C-Td (D) vistas con aumento 10x, con tinción hematoxilina/eosina. A mayor aumento, 40x: (C) sección longitudinal de fibras 
musculares esqueléticas de ratón inmunizado con C-T; con flecha blanca se indica una fibra muscular edematizada y con flecha negra focos de lisis 
de la fibra muscular. En tejido muscular de ratón inmunizado con C-Td se observan: a 10x (D) calcificaciones distróficas (puntas de flechas) y (E) 
degeneración lipídica (flecha blanca); y a 40x (F), infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario severo difuso abarcando el espacio intersticial y focos de 




Si bien el músculo de ambos grupos de ratones inmunizados, con C-T/C-Td  e infectados  
presentaron un “Score” inflamatorio similar, la mayor mortalidad registrada en los inmunizados con 
C-Td sugiere que esté último grupo cursó la fase aguda de la infección con mayor severidad. El 
análisis histopatológico cualitativo de tejido muscular esquelético de ratones inmunizados con C-Td e 
infectados reveló: presencia de fibras edematizadas con pérdida de la estriación transversal típica, 
degeneración hidrópica o lisis de la fibra muscular, infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario difuso 
distribuido en el espacio intersticial del campo y rodeando focos de calcificación distrófica. También 
se observó  presencia de esteatosis interfibrilar por degeneración de células conectivas intersticiales. 
Muchas de las lesiones anteriormente nombradas, una vez superada la fase aguda de la infección, se 
observaron en ambos grupos. Sin embargo, los inmunizados con C-Td se destacaron por la presencia 
de áreas de tejido muscular con múltiples focos de calcificación distrófica a diferencia de los focos 
aislados que pudieron encontrarse en los inmunizados con C-T.  
Todas las lesiones descriptas son compatibles con una fase crónica temprana, debido a la 
presencia de abundante infiltrado inflamatorio aun rodeando los focos de necrosis. El  parásito dejó su 
huella al infectar las fibras musculares, produjo necrosis con posterior calcificación de las mismas y 
consecuencias severas en su funcionalidad. Los resultados observados en los inmunizados con C-Td 
mostraron que el músculo fue blanco de una mayor agresión por parte del parásito, sugiriendo la 
imposibilidad de montar una respuesta inmunológica capaz de autolimitar la virulencia del patógeno. 
Este último punto es compatible con la curva de parasitemia observada y la mayor mortalidad del 
grupo. 
 La severidad de la afección muscular observada en el grupo C-Td por microscopía óptica no se 
evidenció al realizar el análisis comparativo de los homogenatos de músculo esquelético de los 
ratones inmunizados y desafiados con sueros policlonales específicos para C-T. Del mismo modo, no 
se observaron diferencias en el inmuno-reconocimiento de los homogenatos de tejido cardíaco.  
 Se realizó la determinación de enzimas de daño muscular (GOT, LDH y CPK). Sin embargo,  
no fue una herramienta útil como parámetro de severidad en esta etapa del estudio, debido a que los 
niveles observados no evidenciaron diferencias significativas entre los grupos, luego de la infección, 
en función de la exposición previa o no a los motivos sulfatados (no se muestra). La participación del 




lesivos para el tejido muscular que presenta el parásito en la infección, elevando los niveles 
serológicos de GOT, CPK y LDH en todos los grupos.  
Por lo tanto, la severidad del curso de la fase aguda de la infección en el grupo C-Td se 
evidenció a través de la parasitemia, la mortalidad y por las lesiones histológicas observadas en 
músculo esquelético. 
 
III-C. 2. Desafío subletal de ratones inmunizados con el epítope sulfatado, con 
tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi, cepa Tulahuen, stock 2 (Tul 2). 
  Los ratones inmunizados con el epítope sulfatado acoplado a BSA y sus controles, mostraron, 
al ser desafiados (con una dosis subletal de 2000 tripomantigotes sanguíneos), un comportamiento 
similar de las curvas de parasitemia  hasta el dia 21 post-infección, correspondiente al pico de 
parasitemia para los grupos inmunizados con BSA + AIF y BSA-NAcGlc + AIF. A partir del dia 20 
post-infección, se registraron las muertes de 4 de los 6 ratones del grupo inmunizado con BSA-
NAcGlc y de 2 de los 6 ratones del grupo inmunizado con BSA-NAcGlc6SO3.  A continuación, el dia 
28 post-infección se realizó la eutanásia, a excepción del grupo inmunizado con BSA-NAcGlc6SO3, 
cuyos valores de recuento de parasitemia resultaron excesivamente elevados. En este grupo, se 
continuó el seguimiento de la mortalidad y la parasitemia hasta el dia 31 en que se realizó la 
eutanásia. La sorprendente sobrevida de los ratones con parasitemias del orden de 10
7 
parásitos/ml 


















































Figura 69. Fase aguda de la infección subletal de ratones BALB/c, inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3 / 
BSA-NAcGlc, por T. cruzi. A) Recuento mediante gota gruesa del número de parásitos por ml de sangre 
periférica de ratones control de infección y de inmunizados con: BSA-NAcGlc6SO3, BSA-NAcGlc y BSA (n= 6 
ratones por grupo). Se utilizó AIF. Los ratones fueron sometidos a una dosis subletal de 2000 tripomastigotes 
sanguíneos de la cepa Tul 2 de T. cruzi. Se graficó la media del recuento de parásitos/ml y su desvío estándar 
hasta el día 28 dpi Se procedió a la eutanasia en todos los grupos excepto del inmunizados con BSA-
NAcGlc6SO3  al que se le siguío monitoreando parasitemia y mortalidad hasta el día día 31 dpi, luego se 
procedió a la eutanasia. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. B) 
Porcentaje de sobrevida de los ratones control de infección, inmunizados con BSA-NAcGlcSO3 + AIF; BSA-
NAcGlc + AIF y BSA + AIF luego del desafío. Las muertes se registraron diariamente. Los resultados son 





En forma paralela, se realizó la determinación de los niveles serológicos de IFN-γ 
semanalmente, observando que el dia 14 dpi se alcanzó el  pico máximo de IFN-γ (pg/ml)  y que 
en los grupos inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3 y con BSA-NAcGlc,  se observaron valores 
significativamente elevados con respecto a los niveles registrados en los grupos  control de 
infección y de inmunización con BSA + AIF (Figura 70). Estos resultados sugirieron que la 
inmunización con el epítope sulfatado permitió generar algún mecanismo de resistencia a la 
infección, resultando ineficiente en el control de la parasitemia,  a pesar de los niveles elevados de 
IFN-γ. 
 























Figura 70. Producción de INF-γ en ratones inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3/ BSA-NAcGlc.  Se 
determinaron semanalmente hasta el día 28 dpi,  los niveles serológicos de IFN-γ (pg/ml), mediante ELISA de 
captura, luego de la infección subletal de  ratones control e inmunizados con  BSA-NAcGlc6SO3/ BSA-NAcGlc/ 
BSA en combinación con AIF. Se graficó la media de las determinaciones + DS. Los resultados son 
representativos de tres experimentos independientes. 
 
Por lo tanto, a través de la transferencia de anticuerpos purificados específicos para 
NAcGlc6SO3, según el esquema de la figura 65, luego del desafío subletal con tripomastigotes 
metacíclicos, evaluamos el rol de los anticuerpos específicos para el epítope sulfatado en la 





III-C. 3. Participación de los anticuerpos específicos para el epítope sulfatado en 
la infección de ratones BALB/c por T. cruzi.  
 
Se procedió al desafío de ratones BALB/c con 500 tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi, 
comenzando al día siguiente de la infección con la administración intraperitoneal de IgGs purificadas 
específicas para NAcGlc6SO3 y de IgGs purificadas a partir de suero pre-inmune, en el grupo control 
de inmunización, los días 2, 4, 6, 9, 12 y 17. Se realizó el seguimiento de la parasitemia por recuento 
en gota gruesa cada 2-3 días, hasta el día 21, 4 días posteriores a la aplicación de la última dosis de 
IgGs. Se registraron recuentos excesivamente elevados en el grupo que recibió IgGs específicas para 
el epítope sulfatado presente en el C-T de la Cz con respecto al grupo control pre-inmune y al control 
de infección. Ambos controles registraron curvas de parasitemia similares. Sumado a esto, no se 
registraron muertes en el período de parasitemia monitoreado en ninguno de los grupos. Nuevamente, 
se observó que en presencia de anticuerpos específicos para el epítope sulfatado los ratones 
sobrevivieron a parasitemias sorprendentemente elevadas. 
Estos resultados demostraron que los anticuerpos específicos para el epítope sulfatado están 
involucrados en la interacción  parásito/hospedador durante la infección por T. cruzi. 








































Figura 71. Fase aguda de la infección de ratones BALB/c, inmunizados por transferencia pasiva de 
IgGs específicas para el epítope sulfatado luego del desafío con una dosis subletal de T. cruzi.  A) 
Recuento mediante gota gruesa del número de parásitos por ml de sangre periférica de ratones control de 
infección y tratados con: IgGs de ratón pre-inmune e IgGs específicas para NAcGlc6SO3 (n=.5 ratones por 
grupo). El desafío se realizó el día 1 del experimento y la transferencia de anticuerpos exógenos por vía 
intraperitoneal se realizó los días 2, 4, 6, 9, 12 y 17. El monitoreo de la parasitemia se realizó cada 2 o 3 días. 
Se graficó la media de los recuentos + DS. B) % de Sobrevida de los ratones control de infección, desafiados 
y tratados con anticuerpos específicos para NAcGlc6SO3  y desafiados y tratados con IgGs purificadas a partir 
de ratones pre-inmunes. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.  
 
Las diferencias observadas en la mortalidad de los diferentes grupos resultaron significativas, 
sólo se registró un 20 % de mortalidad en los ratones pertenecientes al grupo que recibió anticuerpos 
de ratón pre-inmune y en el  grupo que recibió anticuerpos específicos para el epítope sulfatado. Sin 
embargo, se consideró que las muertes se encuentran asociadas a la infección por T. cruzi y no 
guardan relación con el tratamiento recibido, debido a que la vida media de los anticuerpos exógenos 
transferidos generalmente no suele superar los 20 días luego de la administración y las muertes 
ocurrieron el día 42 dpi (Truyens et al.,1994; Lu B. et al., 2008). 
 “Los resultados expuestos indican que los motivos sulfatados presentes en el C-T de la Cz 
y/o sus anticuerpos específicos participan en el direccionamiento de la tendencia de la respuesta 
inmunológica del huésped frente al parásito;  en la reactividad cruzada entre la Cz y otras proteínas 
musculares, entre las que se destaca la miosina y en los mecanismos de invasión/evasión y virulencia 
del parásito durante la fase aguda de la infección”  
 “Se demostró que los anticuerpos sulfato específicos poseen un rol dual, participando en la 







IV. Respuesta humoral específica para motivos sulfatados en la infección 
natural humana por T. cruzi 
Resultados previos de nuestro grupo de trabajo indicaron que los niveles de IgG2 disminuían a 
medida que aumentaba el grado de compromiso cardíaco del paciente estudiado. Sin embargo, con la 
intención de evaluar los niveles de este isotipo como marcador de progresión de la enfermedad 
procedimos a aumentar el número de pacientes por cada estadío clínico de la enfermedad de Chagas 
crónica, y paralelamente realizamos el estudio del reconocimiento de Cz con y sin tratamiento de 
desulfatación por el suero de los mismos, mediante ELISA indirecto. 
Inicialmente, se analizaron los sueros de los pacientes sin considerar su estadío clínico. Se 
observó que el reconocimiento de Cz/Czd por las IgG totales no presentó diferencias o diferencias 
levemente significativas, en un bajo número de pacientes; mientras que el reconocimiento de Cz por 
el isotipo IgG2 fue significativamente mayor que el reconocimiento de Czd por este mismo isotipo. 
Estos resultados indicaron que los isotipos IgG2 con especificidad para los epítopes sulfatados de la 
molécula representan la mayor proporción de esta subclase de inmunoglobulinas. En los pacientes 
pertenecientes a los estadíos clínicos 0 y 1, con menor grado de afección cardíaca, por lo general no 
se observaron diferencias significativas en los niveles de IgG totales frente al reconocimiento de 
Cz/Czd y los niveles de IgG2 que reconocieron Cz superaron  los niveles de IgG2 que reconocieron 
Czd. Representando los IgG2 sulfato específicos, en los pacientes con leve afección cardíaca, se 
registraron entre el 88-82 % del total de los niveles de IgG2. A su vez, los pacientes clasificados 
clínicamente en un estadío III,  presentaron niveles de IgG totales similares a los pacientes en estadío 
0/I, y disminución en los niveles del isotipo IgG2. En estos pacientes, severamente afectados, el bajo 
reconocimiento de Cz presentado por las IgG2 con respecto a los pacientes de estadíos 0 y I, pasa a 
ser casi nulo al descontar la proporción de las IgG2 sulfato específicos  (~75 %) en el reconocimiento 
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Figura 72. IgG totales e IgG2 sulfato específicas en suero de pacientes con enfermedad de Chagas 
crónica. A) Se determinó mediante ELISA indirecto el reconocimiento de Cz/Czd por lgG totales y por el 
Isotipo IgG2 de los sueros de los pacientes con enfermedad de Chagas crónica sin considerar su clasificación 
clínica. Cada punto representa el promedio de las determinaciones por triplicado de cada paciente. (n=21 
pacientes). * P<0.05 vs IgG total (Czd); *** P<0.001 vs IgG2 (Czd). Para el análisis estadístico se utilizó test de 
Mann Whitney. B) Diferencias esperables en el reconocimiento de Cz/Czd  por  IgG totales e IgG2  en un 
paciente perteneciente al estadío clínico 0 o 1. Las barras representan las determinaciones por triplicado de 
un paciente. La barra roja vertical señala la proporción de IgG2 sulfato específicas. C) Diferencias esperables 
en el reconocimiento de Cz/Czd  por  IgG totales e IgG2  en un paciente perteneciente al estadío clínico III. La 
barra roja vertical señala la proporción de IgG2 sulfato específicas. Las barras representan las 
determinaciones por triplicado de un paciente. 
Estos resultados sugieren que la progresión de la patología cardíaca en la Enfermedad de 
Chagas se acompaña de la disminución de los niveles de IgG2 sulfato específicos.  
Con el propósito de evaluar las variaciones de la fracción de los IgG2 sulfato específicos se 
procedió a calcular el % de IgG2 sulfato específicos a través de la determinación por ELISA indirecto 




los pacientes de estadío 0, estos isotipos específicos para sulfato representan aproximadamente el 90 
% del isotipo, mientras que en el estadío III esta proporción desciende a un ~75 %. La diferencia en la 
proporción de anticuerpos sulfato específicos entre los estadíos clínicos extremos resultó 
estadísticamente significativa, sugiriendo que a medida que desciende la proporción de IgG2 
específicas para sulfatos,  la patología cardíaca progresa hacia formas más severas.  La variabilidad 
intra grupo de los pacientes GI, II, III y el n insuficiente en los estadíos más avanzados sólo 
permitieron observar una tendencia de comportamiento similar entre G0/GI y GII/GIII de esta 
fracción de IgG2. 


































Figura 73. Especificidad de reconocimiento de motivos sulfatados en IgG2 de pacientes con diferente 
estadío clínico en la enfermedad de Chagas crónica. Se determinaron mediante ELISA indirecto los niveles 
de IgG2 sulfato específicos, en pacientes con enfermedad de Chagas crónica clasificados según su estadío 
clínico en G0, G1, G2 y G3. Se utilizó Cz/Czd (0.1 μg) como antígeno en placa. El porcentaje de IgG2 
específicos para sulfatos se calculó de la siguiente manera: (DO490nm IgG2 (Cz))- (DO490nm IgG2 (Czd)= 
DO 490nm IgG2 SO3 ; % IgG2 SO 3 =  DO IgG2 SO3 / DO IgG2 (Cz).100. Los puntos representan la media de 
las determinaciones de cada paciente por triplicado. * P=0.0043 G0 vs G3. Se utilizó test de Mann-Whitney 
para el análisis estadístico. 
Recientemente se inició el estudios de seguimiento de IgG totales e IgG2 con especificidad para 
sulfatos en los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crónica incluídos en el estudio de 
TRAENA. Estos sueros fueron provistos por la Dra. Adelina Riarte, Jefa del Departamento de Clínica 
y Patología, INP, Dr Mario Fatala Chaben, ANLIS-Malbrán, Ministerio de Salud.  
Se seleccionaron pacientes que hubieran avanzado desfavorablemente en su patología cardíaca 
y se determinaron los anticuerpos de interés en alícuotas de suero del paciente tomadas en forma 




momento, mostraron la necesidad de establecer el intervalo adecuado previo y posterior a la evolución 
para realizar las determinaciones, ya que el seguimiento en muestras tomadas a intervalos de tiempo 
muy cercanos reveló fluctuaciones sin real significancia. Por otro lado la dificultad radica en la escasa 
cantidad de pacientes G2/G3, en los que se espera que ocurran los mayores descensos de IgG2 sulfato 
específicos. 
Se realizaron las determinaciones de IgG2 específicos para sulfatos en los tres puntos de tiempo 
seleccionados para los pacientes que experimentaron progresión en su patología cardíaca y también 
para los  pacientes con enfermedad de Chagas crónica que mantuvieron su estadío clínico, con 
intervalos de tiempo comparables.  Los resultados se analizaron calculando la diferencia del 
porcentaje de IgG2 sulfato específicos antes y después de la evolución cardíaca. Se observó que las 
variaciones en las proporciones de IgG2 con especificidad para sulfatos fueron  mayores cuando el 
paciente sufrió un deterioro cardíaco. Sin embargo se observó que los puntos de mayor diferencia 
obtenidos corresponden a pacientes que evolucionaron a un estadío II y III. 



































Figura 74. Modificaciones en las proporciones de IgG2 sulfato específicos durante la evolución de la 
patología cardíaca en pacientes con enfermedad de Chagas crónica. Se determinó el % de IgGs sulfato 
específicos de los pacientes que progresaron en su estadío clínico (> severidad) y en pacientes que no 
manifestaron cambios clínicos (no modifica) antes y después de registrarse la evolución cardíaca. Los puntos 
representan la media de las determinaciones de cada paciente por triplicado. Δ % IgG2 específicos para 






Cabe mencionar que la gran mayoría de los pacientes, independientemente de su estadío clínico, 
a los que se les hizo seguimiento de tres puntos de tiempo, mostraron  descenso de los IgG2 
específicos para sulfatos, sugiriendo que el descenso en los IgG2 sulfato específicos es la tendencia 
constante en la  fase crónica de la enfermedad y  que mayores variaciones en la proporción del 
descenso de los IgG2 considerados, con respecto a los pacientes que no evolucionaron, son 
indicadores de cambios a nivel clínico. Postulamos la posible utilización de esta medida como 
marcador de progresión de la enfermedad. 
Los resultados estimulan la continuación del análisis reuniendo un n representativo de cada 
estadío clínico con más puntos de seguimiento, previos y posteriores al evento de evolución de la 
patología cardíaca. De este modo, se propone evaluar  la dinámica de los niveles de IgG2 y de la 
proporción de los mismos con especificidad para sulfatos confrontando los sueros con Cz/Czd o de 
forma directa evaluar el reconocimiento del epítope sulfatado, NAcGlc6SO3 presente en el C-T de la 














Con el fin de caracterizar el epitope sulfatado presente en la extensión o sintetizar los 
inmunógenos a usar, producir los sueros policlonales específicos para las moléculas en estudio, y 
purificamos las IgGs específicas, a partir de los mismos. Teniendo en cuenta que la Cz co-eluye C-
terminal de la proteasa mayoritaria de T. cruzi, cruzipaína y estudiar el rol desarrollado por el mismo 
en la inmunopatogénesis de la Enfermedad de Chagas, procedimos a purificar y/partir de la columna 
de ConA-Sefarosa con la serincarboxipeptidasa,  glicoproteína de alta manosa, de peso molecular 
aparente similar al de la Cz, la muestra obtenida a partir de la elución de la columna de Con-A se 
sometió a un segundo paso de purificación con algunas modificaciones respecto del protocolo 
original. Existen muchas publicaciones en donde se analizan diversos aspectos de la Cz. Cabe 
destacar que existen grupos de trabajo que utilizan como método de purificación de esta proteasa un 
solo paso de purificación mediante cromatografía de afinidad a Con-A (Labriola et al., 1993). La 
muestra purificada por este método consiste en una mezcla de isoformas de Cz contaminada con una 
SCP activa (Parussini et al., 2003). Puede apreciarse que la modificación del protocolo original 
(Labriola et al., 1993) para la purificación de la Cz, que introduce un segundo paso de purificación 
por cromatografía de intercambio iónico con la inclusión de un paso isocrático durante la elución 
(Duschak et al., 2001a) resultó altamente eficiente permitiendo la purificación a homogeneidad de la 
Cz, logrando la eliminación de la SCP contaminante de la preparación de Cz. Este inconveniente y su 
resolución fueron debidamente explicados en una revisión bibliográfica sobre Cz recientemente 
publicada (Duschak y Couto, 2009). Se obtuvieron muestras puras a homogeneidad que permitieron 
su uso como antígeno, como inmunógeno y para la preparación de antisueros específicos.  
Ell dominio C-T carece de grupos Trp en su secuencia, por lo tanto los valores de Abs 
registrados a 280 nm se deberían solamente a la presencia de residuos Tyr. El perfil de purificación 
del dominio C-terminal obtenido mediante la utilización de columna de BioGel P-30 se utilizó 
preferentemente debido a que permitió una separación más eficiente entre los fragmentos intermedios 
de la Cz y el dominio C-terminal de la misma, comparado con el método alternativo que se usa para 
purificar C-T mediante columnas de tamiz molecular Superosa 12. Para la inactivación de la Cz se 
eligió E-64, dado que este epóxido es capaz inhibir irreversiblemente una amplia gama de CPs (por 
ejemplo a la papaína, calpaína, catepsina L y la catepsina B) y evitar la actividad de la enzima para ser 




sulfatado para ser usado como inmunógeno procediimos a sintetizarlo mediante acetilación de la 
NGlnSO3 comercial por motivos económicos   
De  los  resultados  obtenidos  se  desprende  que  ni  la  desulfatación  ni  el  bloqueo  de  los  
epitopes  sulfatados  mediante  anticuerpos  específicos  afectan  significativamente  a  la  actividad  
de  la  Cz.  Con  lo  cual  esta  modificación  post-traduccional  de  la  molécula,  lejos  de  atribuirle  
una  capacidad  catalítica  a  la  enzima, estaría especialmente dirigida a establecer interacciones o ser 
blanco de  una  respuesta  inmunológica y/o inmunopatológica.  Si  bien  estos  datos  fueron  
obtenidos in-vitro  utilizando  un  sustrato  sintético  pequeño,  y  teniendo  en  cuenta  que  no  hay  
evidencias  de  epitopes  sulfatados  en  el  dominio  catalítico  de  la  enzima,  los resultados  se  
condicen  fuertemente  con  la  información  previa  acerca  la  función  del  dominio  C-T  de  la  Cz. 
En relación a este  dominio, varios  trabajos  sugieren  que está  implicado  en el desviío de la  
respuesta  humoral  del  hospedador  a  fin  de  que  esta  no  afecte  al  dominio catalítico de  la  
enzima  y  en  consecuencia  su  actividad  enzimática  (Martinez et al.,1993;  Stoka et al.,  1998;  
Cazorla et al.,  2010). La confirmación de que estos epitopes no afectan la actividad biológica in vivo 
de la  molécula  deberían  incluir  como  sustratos  a  moléculas  más  grandes  como  kininógeno de 
alto peso molecular el cual es degradado a kininas por acción de la Cz (Scharfstein et al., 2000). Sin 
embargo, cabe destacar que las condiciones utilizadas en este ensayo bajaron mucho la actividad de la 
Cz y tal vez eso no permitió ver posibles diferencias de actividad en los tratamientos con los 
diferentes anticuerpos. No se puede descartar que la Cz totalmente desulfatada usando sulfatasa, 
pierda parcial o totalmente su actividad. Un nuevo ensayo de actividad de Cz en condiciones que 
permitieran medir la actividad de la molécula tal cual, permitiría evaluar si los anti-Czd afectan más la 
actividad que los anti-Cz y podríamos justificar que mientras usamos la Cz entera, el sulfato dirige la 
respuesta al C-T entonces, por ende los anticuerpos específicos no bloquearían la actividad en el 
dominio catalítico. Sin embargo, al remover el sulfato, y lograr bloquear la actividad de la Cz 
indicaría que la respuesta de anticuerpos a la Cz se desenfoca de ese epitope del C-T para ser 
homogénea sobre toda la molécula, incluso sobre el sitio activo. Hasta la fecha, en las condiciones 




En la últimas décadas, las modificaciones post-traduccionales de las glicoproteínas de T. cruzi 




particular, nuestro grupo de trabajo ha determinado, por primera vez, la presencia de glicoproteínas 
sulfatadas en tripanosomátidos. También se ha descripto que las infecciones por T. cruzi humanas y 
murinas  gatillan una fuerte respuesta inmune humoral y celular hacia la Cz (Scharfstein et al., 1983, 
1985; Martinez et al., 1991, 1993, Schnapp et al., 2002). Adicionalmente, este grupo de investigación 
mostró que la severidad de la Enfermedad de Chagas crónica, en pacientes está asociada con niveles 
altos de anticuerpos específicos para Cz. El avance en la caracterización ultraestructural que se 
desarrolló en nuestro laboratorio mediante el análisis por espectrometría de masa UV-MALDI-TOF  
reveló la presencia de oligosacáridos de tipo alta manosa en el dominio C-T de la Cz, los cuales son 
esenciales para el reconocimiento de la Cz por los anticuerpos IgG presentes en el suero de pacientes 
con Enfermedad de Chagas (Acosta et al., 2008). Teniendo en cuenta que la participación de los 
glicanos sustituidos de esta proteína en la antigenicidad de la molécula  no había sido aún explorada, 
sumado a que los requerimientos de este determinante antigénico particular era desconocido, se 
diseñaron experimentos para poder analizar la influencia del tipo, la cantidad, y la localización del 
grupo aniónico cargado en la estructura del oligosacárido involucrado en el inmunoreconocimiento de 
la molécula de Cz. 
En un primer paso, evidenciamos la presencia de un grupo aniónico como requisito esencial 
para el reconocimiento de la Cz por su suero específico. Más aún, el aumento observado  en el 
reconocimiento,  cuando se usó suero específico para el dominio C-T, sumado al uso de este dominio 
como antígeno, confirmó que el sustituyente aniónico está localizado en esta parte de la molécula. En 
este contexto, a pesar de que otras estructuras aniónicas, grupos fosfato y carboxilato fueron 
reconocidos también por anticuerpos específicos para Cz/ dominio C-T, los grupos sulfato mostraron 
la mayoros mayores niveles de unión a anticuerpos. Vale la pena mencionar que la presencia de 
grupos fosfato en la Cz nativa ha sido descartada (Cazzulo et al., 1990). Como era esperable, ni los 
anticuerpos específicos para Cz depletada de sulfatos  ni aquellos específicos para el dominio C-T 
desulfatado fueron inmunoreactivos frente a los grupos aniónicos mencionados. Se debe destacar que 
la union entre los anticuerpos específicos para el dominio C-T y los oligogalacturonatos aumentó 
concomitantenmente con el número creciente de grupos sulfato en la molécula oligosacarídica. Más 
aún,  se comparó la reacción de los disacáridos conteniendo diferentes números de  grupos sulfato con 
sueros específicos para Cz, mostrando que el inmunoreconocimiento aumentó con el número de 
sustituyentes aniónicos.  
En células de mamífero existen varios tipos de macromoléculas sulfatadas, incluyendo a los 




(Huttner, 1982), proteoglicanos (Roden, 1980) y glicoproteínas. Los glicanos de tipo alta manosa 
sulfatados han sido descriptos como componentes de glicoproteínas de Dyctiostelium discoideum. Sin 
embargo, a diferencia de la Cz, la mayoría de los azúcares sulfatados se encuentran en el azúcar Man-
6-SO3 (Freeze et al., 1984). Además, se mostró que dextran sulfato y heparina interfieren en el 
reconocimiento de los anticuerpos monoclonales por un determinante antigénico común de las 
proteínas lisosomales de estos organismos  (Knecht et al., 1984). Las enzimas lisosomales de D. 
discoideum contienen oligosacáridos sulfatados unidos a Asn, cuya síntesis ha sido bien estudiada in 
vivo (Lacoste et al., 1989) Sin embargo, aún no se han reportado sulfotransferasas en T. cruzi. Se 
están llevando a cabo estudios relacionados con estas enzimas en nuestro laboratorio. 
Con la finalidad de evaluar la unión de anticuerpos  a una molécula altamente sulfatada, se 
confrontó heparina con sueros específicos para Cz. Notablemente, no se observó reactividad cruzada. 
Sumado a esto, la unión de los anticuerpos presentes en sueros de pacientes al dominio C-T no fue 
inhibido por heparina (Figura 45). Sin embargo, cuando se usó heparina de bajo peso molecular como 
antígeno se observó un bajo reconocimiento. Se puede sugerir que el epitope altamente cargado 
polianiónico contenido en esta estructura glicosaminoglicano (GAG) puede estar ocultando la unión a 
anticuerpos 
En un próximo paso, para profundizar en el estudio de la unión específica de los anticuerpos 
IgG del suero con moléculas de Cz, procedimos a sintetizar diferentes azúcares sulfatados y 
acoplarlos a  proteínas no antigénicas para mimetizar el ambiente natural. A pesar de que  O-3 y O-6 
son los únicos sitios potenciales de glicosilación sobre el núcleo quitobiosa de la glicoproteína 
natural, las posiciones 4- están involucradas en las uniones glicosídicas y las posiciones 2- están N-
acetiladas, es sabido que la sulfatación en O-3,  químicamente no es una tarea fácil. Por lo tanto, 
hemos sintetizado 6 estructuras sulfatadas y hemos tomado ventaja de estructuras sulfatadas 2-(N), 
representativas de una posición sustituida secundaria, como estructuras alternativas para los ensayos 
de inmunoreconocimiento. 
 La importancia de la posición del sulfato se evidenció primero mediante el uso de GlcN2S and 
GlcN6S acoplados a BSA mediante ensayos de dot blot; y la especificidad de reconocimiento se 
mostró usando NAcGlc6SO3-BSA como antígeno. Los resultados obtenidos fueron validados usando  
conjugados maltosa-BSA, GalA-BSA y Glc6P-BSA como controles. 
Finalmente, llevamos a cabo ELISAS competitivos de inhibición usando los azúcares 
mencionados libres como inhibidores para demostrar la preferencia de un grupo N-acetilo y un grupo 




nuevo set de carbohidratos unidos a aprotinina fueron usados como antígenos en ELISAs, la 
preferencia mencionada fue confirmada indudablemente. A pesar de que el ácido siálico está presente 
en las cadenas oligosacarídicas unidas a Asn del dominio C-T de la Cz, vale la pena notar que el 
reconocimiento de la Cz o del C-T por anticuerpos específicos fue abolido después de los 
tratamientos de desulfatación bajo condiciones en las que el ácido siálico es preservado (Barboza et 
al., 2005; Barboza et al., 2003; Acosta et al., 2008). 
  Debe observarse que a los niveles del “plateau”, el porcentaje de unión del suero de conejo 
anti-Cz  a los conjugados NAcGlc6SO3 unida a  aprotinina no  superaron el 17% (Fig. 47A de 
resultados). Este valor es cercano  al 13%  de inhibición inducido  por la NAcGlc6SO3  soluble en el 
ELISA competitivo (Fig. 47B de resultados). Resultó interesante, que la adición del ligando 
NAcGlc6SO3 (exceso molar) inhibió hasta un 10% de la unión al C-T  de los anticuerpos  IgG 
purificados a partir de ratones inmunizados, permitiendo un test más estricto de nuestra hipótesis de  
trabajo, confirmando que el motivo sulfatado unido a oligosacáridos de tipo alta manosa es 
verdaderamente el epitope dominante desplegado o expuesto en el dominio C-T de la Cz (Fig. 48A de 
resultados). En coincidencia, un valor inhibitorio similar  fue obtenido con sueros de pacientes (Fig. 
48B de resultados). Nuestros hallazgos evidencian que la unión de los anticuerpos IgG purificados 
tanto a partir de suero específico para C-T como de los obtenidos a partir de suero de pacientes con 
Enfermedad de Chagas específicos para C-T es inhibida por el azúcar sintético aniónico GlcNAc6S 
mimetizando al epitope sulfatado de la molécula nativa localizado en la extensión C-terminal de la 
molécula 
 En las últimas dos décadas, se han desarrollado los máximos esfuerzos para obtener la 
estructura tridimensional de la Cz madura completa. Sin embargo, a pesar de que se pudo obtener la 
expresión de una forma activa de Cz madura completa en un sistema célula/baculovirus (Parussini et 
al., 2003), hasta la fecha, solamente se logró obtener la estructura tridimensional mediante rayos-X de 
una molécula  recombinante  truncada  que carece del dominio C-T, correspondiendo solo a la forma 
activa y denominada cruzaína por sus autores  (Mc Grath et al., 1995)  
 Aquí, mostramos un modelo del dominio C-T de la Cz nativa  obtenido por comparación de 
homología de secuencias con otras proteínas mediante el uso del servidor phire. Se puede notar que la 
Asn255 del dominio C-T, correspondiente a la secuencia consenso unida a Asn, está localizada en una 
estructura “random coil”  que favorece la exposición del oligosacárido sulfatado como epitope 
antigénico (Figura 75.). Además, este motivo  pertenece a uno de los 4 determinantes antigénicos 




previos, basados en la composición de elementos de la estructura secundaria calculada mediante el 
uso del algoritmo contin y el número de residuos de amino ácidos de cada dominio (Stoka et al., 
1998), han mostrado que el dominio C-T consiste en  46%  de  estructura α (60 amino ácidos) y 54% 
de estructura random coil (70 amino ácidos). 
 
  
Figura 75. Modelado molecular mostrando la exposición del epítope sulfatado en el dominio C-T de la 
Cz. El presente modelo muestra al grupo sulfato (marcado con un círculo naranja) en el oligosacárido unido a 
Asn255 de la extensión C-Terminal (Gen Bank AAB41119.1) de la Cz nativa. La estructura cristalina predicha 
del dominio  C-T fue obtenida a través del modelado comparativo  usando el servidor de secuencias PHIRE, 
analizado en modo automatizado, y el Banco de datos de proteínas mostrando   el templado más de cerca fue 
seleccionado para crear un modelo conteniendo azúcar. La localización de la  Asn255 en una estructura 
secundaria  random coil favorece la exposición del oligosacárido sulfatado como un epítope antigénico.  El 
modelado basado en la homología fué entonces analizado usando MACPYMOL para crear esta figurae (PDB 
c1autl). La figura muestra el  oligosacárisdo GlcNAc-GlcNAc-Man con grupo sulfato (carbono es amarillo, 
hidroógeno blanco , nitrógeno azul, oxígeno rojo, sulfat marrón; modelo en esferas) unido a la  Asn (modelo de 
esferasl), contenido en una estructura secundaria en  random coil, formando parte de la extensión C-T 
terminal 
 
En conclusión, el hecho de que las unidades de N-acetil d-glucosamina sulfatada, capaces de 
gatillar el reconocimiento principal, están presentes en los N-glicanos del dominio C-T de la Cz 
nativa y que este epitope carbohidrato sulfatado presenta la predicción de una exposición,  favorecida 
por su unión a una Asn de un determinante antigénico localizado en una estructura “random coil 




anticuerpos específicos presentes en los sueros de los pacientes con Enfermedad de Chagas. Además, 
el hecho de que otras estructuras aniónicas cargadas también hayan sido reconocidas, aunque en 
menor grado, puede ayudar a explicar la amplia reactividad cruzada que existe entre proteínas propias 
del huésped y antígenos del parásito expuestos en la inmunopatogénesis de la Enfermedad de Chagas.  
Una vez caracterizado  el epitope sulfatado, procedimos a inmunizar ratones Balb/c, con la 
molecula completa, su dominio C-T, ambos purificados con o sin tratamiento de desulfatación, así 
como también con el epitope sulfatado acoplado a BSA para evidenciar la incidencia del epitope 




Basados en nuestras observaciones anteriores de la respuesta inmune generada frente a C-T/C-
Td (Acosta et al., 2008), se construyó la relación IgG2a/IgG1. Dicho parámetro sugería una respuesta 
inmune en los ratones inmunizados con C-T con tendencia Th2, sin embargo no se registraron niveles 
elevados de IL-4  por ninguna de las dos metodologías empleadas, ELISA de captura y citometría de 
flujo. Resultados similares se observaron en otros trabajos de investigación, en los cuales 
consideraron indetectables o casi despreciables a los valores de producción de IL-4 por los 
esplenocitos de ratones inmunizados, obtenidos por Elisa de captura (Frank et al, 2003; Bontempi et 
al, 2015). Habiendo descartado la posibilidad de una falta de sensibilidad en el método de detección, 
usando los controles adecuados,  concluimos que la presencia  del epítope sulfatado fue el estímulo 
necesario para evidenciar niveles detectables de IL-4  sólo en los ratones que fueron expuestos a la 
molécula sulfatada. Por lo tanto, este resultado indica que el epítope sulfatado  estaría comprendido 
entre los factores de patogenia que inclinan la balanza hacia respuestas menos eficientes frente al 
parásito, teniendo en cuenta que la inmunización se realizó con una parte de la molécula, si bien 
inmunodominante, pero que constituyendo una fracción antígénica entre la multiplicidad de antígenos 
que presenta la Cz y/o el parásito. Sin embargo, diferentes estudios de inmunización que usaron Cz 
como antígeno también mostraron discordancia entre sí en relación al nivel de producción de IL-4 
(Giordanengo et al, 2002; Guiñazú et al., 2004; Frank et al., 2003).  Considerando la posibilidad de 
que el método ofrezca ciertas limitaciones, claramente, el análisis de los esplenocitos por citometría 
de flujo brindaría un resultado más certero respecto de las poblaciones Th1/Th2 esplénicas, no 




ARNm  a nivel de los órganos blanco (Gonzalez et al., 2013). Por lo tanto, si bien la IL-4 es una 
citoquina representativa de respuestas de tipo Th2,  actualmente se sabe que la respuesta inmune no 
presenta tal dicotomía (Gutierrez et al, 2009), debiendo considerar el mayor número de citoquinas 
posibles para comprender los mecanismos involucrados en la defensa del huésped frente a T. cruzi.  
Evaluamos los niveles de citoquinas obtenidos con C-T como estimulante, considerando que el 
mismo es representativo de los antígenos naturales del parásito a los que se verían expuestos los 
ratones en una infección.  Pretendiendo de esta manera, emular el perfil hipotético de citoquinas que 
mostrarían los ratones inmunizados con C-T, C-Td y control frente a la exposición al parásito, 
teniendo en cuenta que son animales inmunizados únicamente y en ausencia de infección. Como dato 
llamativo, se observó que las moléculas desulfatadas resultaron ser el estímulo más potente para la 
producción de IFN-γ, citoquina estrechamente vinculada con la resistencia al parásito en fase aguda. 
Además,  no sólo las concentraciones elevadas de IFN-γ se vieron asociadas a una mayor resistencia a 
la infección, también la precocidad en la elevación de sus niveles resultó determinante (Cardoni et al, 
1999). Recientemente, se describió que la producción de IFN-γ por las células T CD4+ favorecen la 
eliminación del parásito por la activación de macrófagos e intervienen en la producción de 
anticuerpos IgG2a,  asociados a respuestas de tipo Th1 (Bontempi et al.,  2015). 
  Se planteó una interacción interesante entre las citoquinas IL-17, IL-10 e IFN-γ. Los ratones 
inmunizados con C-T presentaron simultáneamente elevados los niveles  de IFN-γ e IL-10 a los que 
se le sumó un valor elevado de IL-17 en comparación con los niveles de IL-17 obtenidos en ratones 
inmunizados con C-Td y en los controles sin inmunización. En muchos estudios la relación IFNγ/IL-
10 se utiliza como indicador de una respuesta regulatoria mediada por IL-10, necesaria para evitar el 
detrimento causado por la respuesta exacerbada en la fase aguda de infección por T. cruzi (Jankovic et 
al., 2007; Costa et al.,  2009);  así como también,  la relación Th1/Treg como indicador del daño 
tisular en la infección crónica (Pan et al., 1995; Gonzalez et al., 2013). Sin embargo, están descriptos 
en ratones BALB/c infectados con T. cruzi,  los incrementos simultáneos de IFN-γ e IL-10, 
consistentes con estudios de respuesta de citoquinas a patógenos intracelulares (Bohn et al, 1994; Pie 
et al., 1996), sugiriendo un potencial rol benéfico de la IL-10, incrementando la resistencia del 
hospedador durante la infección intracelular, a pesar de sus efectos antinflamatorios (Smith et al, 
1994, Roggero et al., 2002). Los ratones inmunizados con C-T, por algún mecanismo que 
desconocemos, lograron sobreponerse a parasitemias muy elevadas, a diferencia de los inmunizados 




mecanismo de sobrevida modulando los componentes de la respuesta Th1 durante la infección aguda 
(Guedes et al., 2010).  Si bien, la fuente de producción de estos niveles de IL-17, es aún es un 
interrogante, posiblemente serían las células Th17. Aunque se desconoce si el C-T, siendo una 
molécula inactiva  posee la capacidad de la TS o del parásito vivo de estimular la producción de esta 
citoquina. Cabe destacar que la estimulación con Cz activa de los esplenocitos inmunizados con C-T 
produjo niveles significativamente elevados a los obtenidos con C-T como estimulante, reforzando la 
especulación que la IL-17 en ratones inmunizados con C-T, ante la infección sea producida por 
células B en su función de células linfoideas de la inmunidad innata (León y Lund, 2013). Otro 
mecanismo, posiblemente involucrado en la capacidad de los  ratones inmunizados con C-T para 
sobreponerse a la infección, es el efecto que ejerce la IL-10, contrarrestando los efectos de detrimento 
del estado general del animal, debido a los elevados niveles de TNF-α (Smith et al., 1994; Roggero  et 
al., 2002). Fue notable la pérdida de peso y el detrimento del estado general estado que se observó en 
los ratones inmunizados con C-T e infectados y fue sorprendente observar que una vez pasado el pico 
máximo de parasitemia, el aspecto de los mismos fuera saludable.  
 Nuestros resultados de medición de citoquinas indicaron que los ratones inmunizados con C-T 
presentaron una respuesta mixta (Frank et al., 2003, Gonzalez et a., 2012; Bontempi et al., 2015) con 
tendencia Th2, debido a los niveles elevados de IL-10, IL-6 e IL-4, con niveles de IFN-γ 
excesivamente elevados (para una respuesta de tipo Th2) e IL-17 como componente regulatorio de 
IFN-γ.  Sin embargo, la IL-17 está descripta como citoquina pro-inflamatoria en procesos crónicos y 
autoinmunitarios (Beringer 2016). En la infección por T. cruzi, la IL-17, también fue descripta como 
un potente inductor de citoquinas pro-inflamatorias IL-6, TNF-α e IFN-γ (Miyazaki et al., 2010). 
Estos resultados parecen contradecir lo expuesto anteriormente, sin embargo, este reporte destaca el 
efecto “host-protector” en la fase aguda activando eficientemente las células clave para la destrucción 
del parásito. La bibliografía sustenta nuestros resultados. Los ratones inmunizados con C-T 
presentaron niveles elevados de IL-17, IFN-γ, TNF-α e IL-6 y si bien el control de la parasitemia no 
fue eficiente, pudieron sobrevivir a la infección por T. cruzi  el ~80% de los ratones, en tres 
experimentos independientes. El epítope sulfatado del C-T demostró ser un buen inductor de la 
producción de IL-6 en los ratones inmunizados con C-T. La IL-6 es una citoquina multifunctional 
involucrada en la regulación de la reacción aguda inflamatoria, en la diferenciación de células B,  así 





Finalmente, usando C-T como estímulo, el grupo inmunizado con C-Td, mostró un perfil de 
citoquinas similar al del grupo control pero con un incremento significativo de IL-10, compatible con 
una respuesta inmune ineficiente para afrontar la fase aguda de la infección y regulada en favor del 
parásito. También se observó una ligera elevación en los niveles de IL-17, aunque no significativa 
con respecto al grupo control. Sin embargo, esta IL-17 podría estar  aportando un componente 
regulatorio favorable para enfrentar la infección aguda. 
Al desafiar a los ratones, se observó que los inmunizados con C-Td, no pudieron resistir a dosis 
subletales de parásitos, a diferencia de los ratones control. Por lo tanto, la inmunización condicionó a 
los ratones a responder de una forma inadecuada ante el desafío, con niveles elevados de anticuerpos 
ineficaces para limitar al parásito e incapaz de montar una respuesta inmune celular efectiva. En 
contrapartida, la exposición previa al epítope sulfatado presente en el C-T de la Cz,  en los ratones 
inmunizados con C-T, condicionó de manera favorable la respuesta inmune de los mismos, durante la 
fase aguda de la infección con porcentajes elevados de sobrevida. No tuvo un efecto protectivo debido 
a que el control de la parasitemia fue ineficiente en comparación con el del grupo control, aún 
habiendo utilizado dosis subletales. Sin embargo, este ensayo de inmunización en presencia o 
ausencia del epítope sulfatado, con posterior desafío permitió evidenciar el efecto del epítope 
sulfatado como factor de virulencia, de modo que los ratones que montaron su respuesta hacia el resto 
de la molécula del C-T, cuando se expusieron por primera vez al antígeno montaron una respuesta 
inadecuada presentando altos porcentajes de mortalidad. 
El experimento fue diseñado con el objetivo de determinar la participación del grupo sulfato 
como factor de patogenia, no con la intención de lograr una respuesta protectiva. Sin embargo, esta 
última,  podría ser planteada mediante el uso de algún adyuvante adecuado que module la respuesta  
inmune hacia un perfil Th1 regulado (Bontempi et al., 2015; Stills, 2005).   
 Para estos experimentos, usamos AIF, como adyuvante, para favorecer el reconocimiento 
antigénico con el menor efecto inmunomodulador posible que pudiese enmascarar el efecto de la 
presencia/ausencia del grupo sulfato en la inmunopatogenia. La inmunización con C-T no fue 
protectiva, pero la exposición previa al antígeno sulfatado hizo posible que los ratones inmunizados 
con C-T pudiesen sobrevivir en un alto porcentaje con respecto al grupo inmunizado con C-Td. Cabe 
destacar también que los pocos ratones sobrevivientes de grupo C-Td presentaron lesiones tisulares 




 La búsqueda de vacunas contra T. cruzi resulta ser un tema bastante controvertido debido a que 
muchos consideran que la enfermedad tiene una etiología de tipo autoinmune y mediante la 
inmunización puede existir la posibilidad de exacerbar la patología en lugar de prevenirla (Wood et 
al., 1982). En la literatura científica, hay estudios que avalan que la inoculación de ratones con 
moléculas involucradas en la inmunopatología de la enfemedad gatillaron el desarrollo de patologías 
severas cuando se hizo el desafío con tripomastigotes de T. cruzi. (Trocoli Torrecillas et al, 2009, 
Nogueira et al, 2015). Por lo tanto, la  inmunización previa con moléculas involucradas en los eventos 
inmunopatológicos, sin direccionar adecuadamente la respuesta inmunológica, conlleva a una 
exacerbación de la patología ante el desafío y/o a transformar en dosis letales a las consideradas 
subletales. 
La inmunización con C-Td demostró la participación del epítope sulfatado del C-T de la Cz 
como factor de virulencia ante una respuesta inmune inadecuada. Por otro lado,  la inmunización con 
la molécula sulfatada demostró la participación del epítope y/o sus anticuerpos específicos en la 
inmunopatogenia de la enfermedad de Chagas experimental. 
Los  animales inmunizados con C-T, soportaron altas y prolongadas parasitemias.  Sin embargo, 
el infiltrado inflamatorio  cardíaco, en una fase crónica temprana (45 dpi), fue leve a moderado y en 
músculo se observó un “Score” de miositis 4 pero sin tanta pérdida de tejido funcional con 
calcificaciones distróficas, como en los ratones  sobrevivientes a la infección del grupo C-Td.  
Sorprendentemente,  hubo animales que lograron sobrevivir a parasitemias exorbitantes e incluso 
cronificar. Nuevamente, en coincidencia con los resultados anteriores,  se presenta la posibilidad de 
un mecanismo asociado al epítope sulfatado presente en el C-T y/o a sus anticuerpos específicos en la 
resistencia a la infección por T. cruzi 
Basándonos en resultados previos (Acosta et al., 2008) y en los actuales (sobre el estudio de la 
respuesta inmune y el estudio estructural del epítope sulfatado presente en el C-T de la Cz);  
profundizamos en el estudio de la participación del epítope sulfatado y/o de sus anticuerpos 
específicos en la inmunopatogénesis y en la infección de la Enfermedad de Chagas experimental. 
El acople de la NAcGlc6SO3  a BSA se llevó a cabo  para reproducir el epítope presente en el 
dominio C-Terminal de la Cz nativa y usarlo como inmunógeno. También se acopló NacGlc a BSA 
para ser utilizado como control desulfatado y un grupo control inmunizado con BSA. Los epítopes 




Se ha reportado que  la  respuesta humoral  T dependiente  específca para la BSA-NAcGlc 
genera reactividad cruzada con la miosina cardíaca y proteínas del citoesqueleto, entre otras (Malkiel 
et al., 2000). Sin embargo, es válido utilizar BSA-NacGlc como control de la inmunización con el 
epitope sulfatado acoplado a BSA, debido a que en la molécula de Cz no todas las moléculas de 
NacGlc del oligosacárido presente en el sitio de N-glicosilación del C-T se encuentran sulfatadas, de 
hecho sólo una de las dos unidades de NAcGlc de la quitobiosa se encuentra sulfatada en la posición 
6 (Barboza et al., 2005, Couto et al., 2012). Sin embargo, el reconocimiento de moléculas 
desulfatadas es muy bajo (con predominio del isotipo IgG1) respecto del reconocimiento de 
moléculas sulfatadas. Por lo tanto, los estudios realizados nos permitieron  demostrar que el epítope 
sulfatado es inmunodominante y que el suero policlonal específico para NAcGlc6SO3 se encuentra 
enriquecido en anticuerpos con especificidad para  sulfato 
Además, hemos comprobado fehacientemente que si bien existe reactividad cruzada entre 
ambas moléculas, el suero específico para NAcGlc6SO3 mostró mayor reconocimiento frente al  C-T, 
con un perfil de isotipos con predominio de IgG1 e IgG2b seguido de IgG2a,  reproduciendo el perfil 
de anticuerpos obtenido con el C-T como inmunógeno. Por el contrario los sueros específicos para 
NAcGlc presentaron menor nivel de reconocimiento del C-T con predominio de IgG2a, seguido de 
IgG2b e IgG1. Más aún, los isotipos de los sueros policlonales específicos para NAcGlc no mostraron 
reconocimiento diferencial de moléculas sulfatadas o desulfatadas. Sus isotipos mayoritarios, IgG2a e 
IgG2b, se describieron vinculados con la autoinmunidad (Guiñazú et al., 2004)  pero con 
especificidad diferente a las IgG2a y 2b de los sueros específicos para el epítope sulfatado. Estas 
diferencias en los resultados demuestran que NAcGlc6SO3 y NacGlc poseen diferencias en su 
especificidad. Por lo tanto mediante la inmunización con el epítope sulfatado se obtuvieron sueros 
policlonales enriquecidos en su especificidad para los sulfatos. 
La inmunodominancia también se observó en la medición de las reacciones de hipersensibilidad 
en la almohadilla plantar de los ratones. Si bien el epítope sulfatado inoculado como antígeno 
intradérmico mostró cierto reclutamiento celular inespecífico en los ratones control, en los 
inmunizados con NAcGlc6SO3 se observó que el epítope sulfatado fue capaz de generar respuestas T 
dependientes de memoria significativamente mayores a las generadas con NAcGlc-BSA.   
Los isotipos de interés en la reactividad cruzada con proteínas propias del huesped  IgG2a e 




La ultraestructura cardíaca de los animales sometidos a la inmunización con el epítope sulfatado 
mostraron alteraciones similares a las observadas en los ratones inmunizados con C-T, confirmando 
que el epítope sulfatado tiene participación en la inmunopatogenia tisular. En el grupo inmunizado 
con BSA- NAcGlc en concordancia con la bibliografía (Makiel et al, 2000) se observó  algún tipo de 
desorganización tisular cardíaca (no mostrado). 
Con el fin de determinar el rol de los anticuerpos específicos  para el epítope sulfatado en la 
inmunopatogenia y/o en la infección de la enfermedad de Chagas experimental se llevaron cabo 
tratamientos con trasferencia pasiva de anticuerpos.  Los ratones que recibieron IgGs específicos para 
el epítope sulfatado en forma pasiva mostraron lesiones ultraestructurales cardíacas. Los anticuerpos 
transferidos están compuestos en una amplia mayoría por IgGs específicos para sulfatos, de ahí que 
los denominamos IgG sulfato-específicos, confimando la participación de los anticuerpos sulfato-
específicos en la patogenia tisular cardíaca. 
Al llevar a cabo el desafió (la infección por T. cruzi), fue sorprendente el registro excesivamente 
elevado de  parasitemia de algunos ratones, que persistieron con parasitemias elevadas sin registrar 
mortalidad. El resto de los grupos ya habían sido sacrificados según el punto final estipulado para el 
experimento. Indudablemente la inmunización con el epítope sulfatado por algún mecanismo estaba 
generando esta resistencia a la infección aguda (Smith et al, 1994, Roggero et al., 2002, Guedes 
2010). Sin embargo, la determinación de IFN-γ en los ratones inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3  
no mostró diferencias  con el grupo inmunizado con BSA-NAcGlc, por lo tanto el mecanismo se 
sobrevida involucró la participación del epítope sulfatado por algún mecanismo diferente o 
independiente de  los niveles de IFN-γ. Entonces, mediante la trasferencia pasiva de anticuerpos se 
observó que las mayores parasitemias se registraron en los ratones que recibieron IgGs sulfato-
específicas, confirmando que los anticuerpos sulfato específicos participan en el mecanismo de 
resistencia a la fase aguda de infección por T. cruzi.  
Como se describió en párrafos anteriores, la respuesta inmune humoral frente a los sulfatos 
presentes en el C-T fue principalmente IgG2b. Se demostró que la reactividad del isotipo IgG2b fue 
completamente abolida cuando Acosta et al., 2008 se utilizaron antígenos desulfatados como 
inmunógenos, mediante ensayos de ELISA y Dot Blot. La unión de IgG2b con especificidad cruzada 




inmunizados con el dominio C-T de la Cz. Por el contrario, en los ratones inmunizados con C-Td, la 
falta de daño tisular se asoció a la ausencia de la respuesta IgG2b  (). 
Notablemente, el isotipo IgG2b, es capaz de fijar complemento o mediar reacciones de 
citotoxicidad (Feldman et al., 1999). De manera interesante, las evidencias de la existencia de 
“autoanticuerpos” IgG2b específicos para sulfátidos, en suero de ratas experimentalmente infectadas 
con T. cruzi y que se unen a tejido nervioso homólogo, fueron descriptos como isotipos 
predominantes de los autoanticuerpos específicos para sulfátidos. De manera que el reconocimiento 
de los sulfocerebrósidos de la superficie celular, por estos “autoanticuerpos” específicos de rata, 
puede desempeñar un  rol perjudicial “in vivo” (Feldman et al., 1999, Avila, 1992, Avila et al., 1998, 
Didoli et al., 2000).  
No todas las cepas murinas son susceptibles para manifestar reactividad cruzada, 
“autoinmunidad”,  entre los componentes parasitarios y los propios del hospedador. Se demostró que 
la respuesta autoinmune generada en ratones BALB/c inmunizados con Cz, no ocurría en ratones de 
la cepa C57BL/6. Sus hallazgos, se asociaron con la falta de respuesta autoreactiva contra miosina 
cardíaca o péptidos derivados de miosina. La resistencia a la infección observada en ratones C57BL/6 
y la inmunopatogénesis en ratones BALB/c, están asociadas a la respuesta imnune diferencial 
presentada por estas dos cepas al ser inmunizadas con Cz (Guiñazú et al., 2004). Estas dos cepas de 
ratones difieren en el tipo de respuesta Th (Th1/Th2) generada. Los ratones BALB/c conducen a 
respuestas sesgadas hacia Th2 y los ratones C57BL/6 exiben preferencialmente un patrón Th1 (Huang 
et al., 1997; Kuroda et al., 2002). El modelo elegido, BALB/c, nos permitió estudiar la 
inmunopatogénesis debida a la reactividad cruzada entre la Cz y otras proteínas musculares, entre 
ellas la miosina, aún en ausencia de infección.  El  Ag163B6 (cruzipain) juega un rol crucial en el 
proceso de internalización en las células de mamíferos e hidrólisis de Igs, siendo señalado como 
importante candidato para vacunas protectivas contra T. cruzi.  La inmunización de una cepa 
susceptible, C3H/HeN, con Ag163B6 en combinación con CpG-ODN, como adyuvante capaz de 
orientar la respuesta hacia Th1, mostró efectos protectivos ante el desafío con T. cruzi, con 
disminución de las parasitemias y 100 % de sobrevida. (Frank et al, 2003). La cepa.C3H/HeN podría 
ser un cepa de elección para intentar reproducir la evaluación de los efectos que produce la exposición 
a epítopes sulfatados (mediante inmunización) y/o sus anticuerpos específicos, basándonos en que por 
su “background” genético, presenta respuestas no polarizadas, donde el efecto del epítope sulfatado 




C3H/HeN ha demostrado ser  una cepa resistente a la infección por  T. cruzi  ante la inmunización con 
Cz y  susceptible de sufrir autoinmunidad( Curtis et al., 1999, Sepulveda et al., 2000 ; Frank et al., 
2008). 
Estudios previos han descripto que la Cz se encuentra involucrada en la inducción de daño 
tisular cardíaco (Giordanenego et al.,2000; Morrot et al., 1997, Del Nery et al., 1997, Scharfstein and 
Morrot, 1999). 
En músculo esquelético de ratones inmunizados con Cz, los estudios histológicos mostraron 
falta de arquitectura tisular, necrosis y focos de infiltrados celulares (Giordanengo et al., 2000). Por el 
contrario, nuestro análisis de cortes histopatológicos de rutina de los tejidos de ratones inmunizados, 
respecto del control, no evidenció diferencias, debido a que la microscopía óptica no ofrece detalle 
intracelular. Esta discrepancia podría estar evidenciando la diferencia entre usar un inmunógeno 
inactivo, C-T y una Cz inhibida pero administrada involuntariamente con una enzima contaminante 
activa, seríncarboxipeptidasa. Acosta et al.,2008; Giordanengo et al.,  2000 ).  
  El análisis ultraestructural por microscopía electrónica de transmisión del tejido muscular 
cardíaco mostró alteraciones ultraestructurales  en ratones inmunizados con C-T en ausencia de  
Infección (.Acosta et al., 2008). Al daño ultraestructural, en el tejido cardíaco de ratones inmunizados 
con C-T, se suma el mayor inmuno-reconocimiento heterólogo por sueros policlonales de conejo 
específicos para Cz y para C-T observado por las diferentes metodologías, Western Blot en 
homogenatos de tejido, e inmunohistoquímica con oro coloidal, con respecto a los inmunizados con 
C-Td. La ausencia de alteraciones ante la utilización del inmunógeno desulfatado, dieron sustento a la 
posible participación de las estructuras sulfatadas y/o de sus anticuerpos específicos en la inducción 
del daño tisular. Hay resultados que revelan la presencia de depósitos de anticuerpos en las 
miofibrillas cardíacas sugiriendo que los autoanticuerpos se unen al tejido cardíaco de los animales 
inmunizados con Cz causando alteraciones cardíacas (Giordanengo et al., 2000).Por lo tanto el 
epítope sulfatado estaría participando en le patogenia tisular de manera indirecta, a través de sus 
anticuerpos específicos. 
Sin embargo, teniendo en cuenta que: 1) el C-T de la Cz posee alto contenido en manosa; 2) 
que la interacción de la Cz con el receptor de Manosa se encuentra reportada (Garrido et al., 2011); 3) 
que los receptores de manosa son expresados por células presentadoras de antígenos en órganos 
periféricos no linfoideos incluyendo musculo cardíaco, en ratones (Linhehan et al., 2005); 4) la 




de alto contenido en manosa hacia los sitios de respuesta inmune humoral (Martinez Pomares et al., 
1998) y 5) que ha sido descripto un sistema receptor de manosa asociado al sarcolema de  
miocardiocitos (Soerio et al., 1999); es factible considerar también, un mecanismo de acción directo a 
través de la unión del inmunógeno C-T a receptores específicos en tejido cardíaco gatillando el daño 
tisular. Más aún, la existencia en el receptor de manosa de un dominio rico en cisteína con 
especificidad para moléculas sulfatadas, junto con el dominio de unión a carbohidratos, (dominio 
lectina tipo C) (Liu et al., 2001), refuerza aún más esta consideración, debido a que la molécula de C-
T reúne ambas condiciones. En cambio, a pesar de que el receptor de manosa posee la capacidad de 
unir moléculas que contengan o no grupos sulfato, la disminución en el inmunoreconocimiento 
observado en los tejidos de los ratones inmunizados con C-Td podría sugerir una menor afinidad del 
receptor por la molécula desulfatadas.  
Este mecanismo directo no estaría involucrado sólo en la inmunopatogenia tisular a través de 
la interacción con el inmunógeno sino también en el tropismo tisular hacia tejido muscular cardíaco y 
esquelético durante la invasión/infección (Soeiro et al., 1999; Eickhoff et al.,2010; Cano et al., 2000).  
Los estudios de inmunomicroscopia con partículas de oro realizadas con sueros de conejo 
específicos para Cz y C-T, antes y después de adsorber con miosina, mostraron resultados similares 
confirmando la reactividad cruzada entre moléculas del parásito y/u otras proteínas de tejido muscular 
cardíaco en ratones inmunizados por C-T (Giordanengo et al, 2000; Acosta et al 2011) y que la 
reactividad cruzada entre Cz y miosina está localizada principalmente en el dominio C-T (Acosta et 
al., 2011). La disminución de la marca observada en tejido cardíaco de ratones inmunizados con C-Td 
refuerzan la relevancia de los grupos sulfato presentes en el inmunógeno, gatillando una respuesta 
inmune específica dirigida hacia antígenos propios del huésped y la importancia de estos motivos en 
la  reactividad cruzada entre Cz/C-T y miosina u otras moléculas de las fibrillas o mitocondrias del 
tejido cardíaco.  
De modo similar, en músculo esquelético, los sulfatos también parecen involucrados en la 
reactividad cruzada entre Cz y miosina. La reactividad remanente por inmunomicroscopía con oro 
coloidal observada con sueros específicos para Cz post-adsorción con miosina mostraron que la 
reactividad cruzada involucra otras proteínas musculares además de la miosina. Sin embargo, los 
valores similares de inmunoreactividad remanente obtenidos con suero específico para C-T, post-
adsorción con miosina, sobre músculo esquelético de ratones inmunizados con C-T versus 




esquelético, diferentes a la miosina, no sulfatadas o en las que el sulfato no tiene relevancia. Por lo 
tanto, la diferencia en la reactividad inmune observada cuando el tejido de músculo esquelético 
inmunizado con C-T y CTd fue confrontado con suero específico para Cz adsorbido con miosina, 
sería debida a la reactividad cruzada entre proteínas de músculo esquelético y la parte catalítica de la 
Cz.  
En el estudio ultraestructural de músculo esquelético en ratones inmunizados con C-T también 
se observaron alteraciones tanto en fibrillas como en mitocondrias, mientras que el músculo 
esquelético de ratones inmunizados con C-Td mostró una arquitectura tisular similar a la del control. 
En los ratones inmunizados con C-T, las anormalidades ultraestructurales en coincidencia con 
anticuerpos circulantes para motivos sulfatados, sumado a los resultados de inmunoreactividad 
cruzada observados en músculo esquelético sugirieron  que los sulfatos y/o los anticuerpos 
específicos para motivos sulfatados, al igual que en tejido cardíaco, estarían vinculados con los 
mecanismos de patogenia.   
Interesantemente, cuando realizamos Western blots usando suero específico para C-T, en 
homogenatos de tejido muscular cardíaco y esquelético, observamos que en los homogenatos de 
animales inmunizados con C-T, la intensidad de las bandas inmunoreactivas (220 kDa, 60 kDa y 50 
kDa) fue mayor que en los inmunizados con C-Td y controles. Estos resultados sugirieron la 
posibilidad de que la inmunización con moléculas sulfatadas genere un cambio en la calidad de la 
miosina y de otras proteínas con reactividad cruzada con Cz, justificando la diferencia del 
reconocimiento entre los homogenatos pertenecientes a distintos grupos. En la inmunomicroscopía con 
oro coloidal, tanto antes como después de descontar la crossr-reactividad con miosina, el 
reconocimiento en tejido cardíaco inmunizado con C-T resultó mayor, sugiriendo nuevamente que con 
la inmunización se genera un cambio en la naturaleza o exposición de la miosina y/o de las otras 
proteínas cardíacas que hace que el suero específico para C-T las reconozca con más intensidad en 
inmunizados con C-T que con C-Td. La mayor marcación puede deberse a miosina modificada y/o a 
las otras proteínas cross-reactivas, que pueden ser sulfatadas o bien haber sufrido modificaciones al 
igual que la miosina. En músculo esquelético este mayor inmuno-reconocimiento de los tejidos de 
ratón inmunizado con C-T dejó de observarse luego de adsorber con miosina el suero específico para 
C-T sugiriendo por lo tanto que las proteínas que se ven modificadas por la inmunización con C-T son 




Hemos discutido sobre reactividad cruzada entre moléculas y atribuido daño estructural a la 
presencia de anticuerpos específicos para estructuras sulfatadas en tejido muscular y cardíaco. Sin 
embargo, teniendo en cuenta los valores obtenidos en los niveles de CS (citrato sintasa) en los 
homogenatos de ratones inmunizados por C-T, no se pudo evidenciar falla en la funcionalidad 
mitocondrial, a pesar de haber observado severas alteraciones ultraestructurales y reactividad cruzada 
entre proteínas mitocondriales y Cz. Sin embargo se observó un llamativo aumento en el número de 
mitocondrias por campo sugiriendo que la homoestasis/funcionalidad mitocondrial se pudo mantener 
a expensas de mayor cantidad de organelas. 
Por otro lado, la banda de 220 kDa correspondiente a la cadena pesada de la miosina de 
músculo de conejo se usó como control, se separó electroforéticamente en condiciones 
desnaturalizantes y fue reconocida por sueros específicos para Cz, antes y después del tratamiento de 
desulfatación, observando una disminución de intensidad de reconocimiento por el suero específico 
para Czd. Por otro lado, a pesar de que la proteína de 220 kDa no fue reconocida en los homogenatos 
(ni de corazón, ni de músculo) por los sueros específicos para Cz o para Czd, se observó de manera 
interesante el reconocimiento de un patrón de bandas “crossreactivas” similar, en ambos 
homogenatos, por debajo de 60 kDa. El resultado del reconocimiento simultáneo de éste patrón de 
bandas con suero específico anti-Cz y anti-Czd indicó la posible presencia de grupos sulfatos o de 
otras modificaciones, como en el caso de la miosina, en el reconocimiento de las proteínas que 
involucró anticuerpos sulfato específicos. 
También se observaron diferencias significativas entre el porcentaje de reconocimiento de la 
miosina por el suero anti-Cz y anti-C-T. Considerando como el 100 % al reconocimiento de miosina 
por suero anti-Cz, el suero específico para C-T mostró un 7 0% de reconocimiento. Este resultado 
indica que la reactividad común entre Cz y miosina se atribuye principalmente al dominio C-T de la 
molécula. 
En el análisis de crosreactividad entre Cz y miosina, se destaca: 1) que los principales isotipos 
involucrados son IgG2a and IgG2; 2) que la Cz contiene sulfatos en su dominio C-T ( Barboza et al., 
2005) y que el C-T es la parte de la molécula de Cz principalmente involucrada en la 
“crossreactividad” (Acosta et al, 2011); 3) que la miosina es una proteína citosólica que no contiene 




5) que el grupo O-NAcGlc y los fosfatos pueden competir por el mismo sitio de manera que una 
Ser/Thr dada puede existir en tres estadíos: glicosilada, fosforilada, o sin modificar. 
Por lo tanto, el patrón de bandas por debajo de 60 kDa podría corresponderse con la cadena 
liviana o fragmentos de miosina degradada conteniendo grupos fosfatos. Por otro lado la O-NAcGlc 
constituye un grupo común a Cz y miosina (Acosta et al., 2011). Por lo tanto, la “crosreactividad” 
podria estar favorecida por el intercambio entre O-GlcNAc y O-fosfato en la molécula de miosina 
(Comer and Hart, 2000; 64 Hart et al., 2007; 65 Wang et al., 2008b). 
Los motivos sulfatados del dominio C-Terminal de la la Cz, son antigénicos en el curso 
natural de la infección por T. cruzi  (Barboza et al., 2005, Acosta et al., 2008) generando anticuerpos 
con especificidades involucradas en la reacción contra antígenos propios del hospedador. La 
reactividad cruzada entre la Cz y la miosina ha sido motivo de múltiples estudios (Giordanengo et al., 
2000; León y Engman, 2001; Cunha-Neto et al., 1996) pero también se encuentra descripta la 
respuesta contra múltiples antígenos propios en la enfermedad de Chagas involucrando proteínas 
estructurales y del citoesqueleto como actina, desmina, keratina (Malkiel et al., 2000) y en modelos 
experimentales infectados se describen los autoanticuerpos contra receptores β1-adrenergico y 
receptores M2-muscarinico colinérgicos (Cunha Neto et al., 2004). Fue realmente llamativo  el 
reconocimiento de las bandas de ~60 y 50 kDa en homogenatos de corazón y músculo esquelético por 
el suero policlonal específico para C-T, lo que amerita  la identidicación por EM-UV-MALDI-TOF 
de dichas bandas. 
PARTE IV 
Tomando como base los estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Acosta et al, 2008; 
Acosta et al., 2012) y sumando los resultados realizados durante este trabajo de tesis doctoral, la 
correlación inversa observada entre el estadío clínico de los pacientes con enfermedad de Chagas 
crónica y los niveles de IgGs sulfato específicos podría deberse a la inmunosenescencia de los clones 
de células B específicas (Albareda et al, 2009), planteando la posibilidad, que si bien estos 
anticuerpos sulfato específicos no parecen ser protectivos, por las evidencias experimentales de su 
participación en la inmunopatogenia tisular, de algún modo pueden contribuir autolimitando al 
parásito, acantonado en los tejidos, y/o neutralizando el efecto local de sus factores de virulencia. 
Tomando en cuenta que la mayor proporción de disminución de los IgGs sulfato específicos se 




anticuerpos sulfato específicos se pierde, en un corazón fisiológica y orgánicamente incapaz de 
continuar compensando su función, explica que se manifieste la progresión hacia la patología más 
severa. 
 Ante la falta de biomarcadores para la evaluación de la cura o eficacia del tratamiento, o 
predictores de pacientes en riesgo de progresión hacia la enfermedad crónica (Pinazo et al, 2014; 
Requena-Mendez et al., 2013, Chatelain et al, 2015), la determinación de los niveles de IgG2 sulfato 
específicos en los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crónica, como un posible “marcador 
de progresión de patología cardíaca” nos alientan a continuar con el seguimiento de los pacientes 
hasta lograr un valor n representativo de cada uno de los estadíos clínicos de la fase crónica. De forma 
tal de poder evaluar de manera estadística el valor de estos IgGs sulfato específicos como 












PARTE  I. 
Purificación de inmunógenos y/o antígenos y producción de sueros policlonales.  
 
Ia- La Cz, proteinasa mayoritaria de epimastigotes  de T. cruzi  y su dominio C-T purificados a 
homogeneidad pudieron ser utilizados como antígenos en experimentos de caracterización del epítope 
sulfatado, como inmunógenos en la producción de sueros policlonales y en ensayos de inmunización 
para el estudio del rol del epítope sulfatado en la infección e inmunopatogénesis. 
Ib- La confirmación mediante geles de actividad garantizó la inactivación completa de la Cz, mientras 
el dominio C-T se encuentra inactivo y listo para ser utilizado una vez purificado 
Ic- La verificación  mediante EM-UV-MALDI-TOF garantizó que la desulfatación por el método 
químico de las moléculas purificadas fue completa. 
Id- La utilización de moléculas inmunodominantes, con y sin tratamiento de desulfatación, en una 
especie hiperglobulinémica, conejo, produjo sueros específicos con títulos realmente elevados y  de 
gran rendimiento para la purificación de IgGs. Los sueros policlonales obtenidos en ratón por lo 
general poseen títulos más bajos y menor rendimiento. Sin embargo,  la purificación de IgGs murinas 
ha sido de gran utilidad para los ensayos de transferencia pasiva de anticuerpos. 
Ie-Se confirmó mediante experimentos de dot blot, western blot y ELISA que la disminución en el 
inmunoreconocimiento de las moléculas desulfatadas por los sueros no se debe a diferencia de pegado 
en las membranas y/ o placas, respectivamente, sino a la existencia de anticuerpos sulfato específicos. 
If-  Se determinó mediante protocolos de desulfatación o por bloqueo de epítopes sulfatados por IgG 
específicas que el sulfato no participa en la actividad biológica de la Cz 
 
PARTE II.  
Estudio de la influencia de tipo, cantidad, y localización del grupo aniónico cargado en la 
estructura del oligosacárido involucrado en la respuesta inmune. 
 
IIa- Las diferentes estructuras aniónicas utilizadas obtenidas a partir de oligosacáridos 
aniónicos cargados, usando heparina como fuente, o mediante síntesis química, se acoplaron a BSA y 




estudio de caracterización estructural del epitope aniónico involucrado en la respuesta inmune 
mediante ensayos de inmuno-reactividad 
II.a.1 - Para el inmuno-reconocimiento diferencial de los oligogalacturonatos sulfatados (PGS) 





II.a.2- Si bien no se observó reactividad cruzada entre Cz y heparina, se observó bajo 
reconocimiento de la heparina parcialmente degradada. 
II.a.3- El inmuno-reconocimiento aumentó concomitantemente con el incremento en el número 
de grupos cargados en el azúcar utilizado.  
II.a.4- El inmuno-reconocimiento  aumentó concomitantemente con el incremento en la 
relación de carga sulfato/carboxilato de los compuestos poligalacturónicos.  
II.a.5- Teniendo en cuenta que existe una correlación dosis dependiente, entre la inmuno-
reactividad del suero específico para Cz/C-T y PGS,  se confirmó que  los epítopes sulfatados son 
inmunodominantes.  
II.a.6- El suero de pacientes o policlonal específico de ratón para Cz no presentó 
inmunoreconocimiento de heparina, a pesar de ser una molécula altamente sulfatada.  
II.a.7-Evaluación de diferentes azúcares aniónicos/sulfatados como epítopes inmuno-
reactivos: 
• Glucosamina (ázucar básico), glucosa 6-fosfato (Glc6P) y Ácido D-galacturónico (GalA), son 
reconocidos en bajo porcentaje. 
• El inmunoreconocimento mostró preferencia por el grupo sulfato en posición 6 más que en 
posición 2 de la glucosamina, y mayor inmuno-reactividad con N-acetil D-glucosamina-6-
sulfato (GlcNAc6SO3). 
• No todos los sueros pueden discriminar entre la posición 2 y 6  del  sulfato de la Glucosamina 
6-sulfato (GlcN6SO3) y D-Glucosamina 2 sulfato (GlcN2SO3)  
• Se confirmó la relevancia de  la presencia del grupo acetilo en unión N-glicosídica, sumado al 
grupo sulfato en posición 6, incrementando la antigenicidad del epítope.  
• Se verificó que  la acetilación no es esencial, ya que moléculas no acetiladas también 
mostraron inhibición significativa.  
• Se requiere alta especificidad de la estructura oligosacarídica sulfatada requerida para la 




• Ensayos de inhibición con NAcGlc6SO3, del reconocimiento del C-T por las IgGs específicas 
purificadas de suero de conejo y las IgGs purificadas de suero de pacientes con enfermedad de 
Chagas mostraron porcentaje similar de inhibición. 
 
II.a.8. “Los resultados obtenidos demostraron claramente que la molécula N-acetilglucosamina 
6 sulfato, es la estructura reconocida preferencialmente por los anticuerpos específicos para Cz y C-T 
y por las IgGs purificadas de suero de pacientes con enfermedad de Chagas.”  
 
Parte III. Estudio de la participación del epítope sulfatado presente en el C-T de la Cz, en la 




III-A. Análisis de la relación existente entre la presencia de epitopes sulfatados en Cz/C-T,  
y la antigenicidad de la molécula en la respuesta inmune de ratones inmunizados.  
 
III-A.1- Evaluación de la respuesta inmune humoral a Cz, C-T con o sin tratamiento de desulfatación 
y del epítope sulfatado (N-AcGlc6SO3), mediante  inmunización  de  ratones  BALB/c. 
  
III-A.1.1. La inmunización tanto con Cz/Czd como con C-T/C-Td, mostró una respuesta 
humoral similar con niveles de IgG1 significativamente elevados con respecto a los de IgG2a, cuando 
se evaluó el reconocimiento a  Cz. 
III-A.1.2. Existen diferencias en los inmunizados con las moléculas desulfatadas que sólo se 
evidencian al evaluar el reconocimiento de Czd.  
III-A.1.3.  La disminución en el reconocimiento de la Czd por el suero de ratones inmunizados 
con C-Td, a diferencia del reconocimiento obtenido por el suero de ratones inmunizados con Czd,  
sugirió una pérdida de la preferencia por el reconocimiento del C-T ante la desulfatación.  
III-A.1.4. Los anticuerpos IgG2b se encuentran específicamente dirigidos hacia el epítope 
sulfatado. Figura 1 Introducción Respuesta Inmune Adaptativa. 
III-A.1.5. Los resultados obtenidos sugieren que cuando el inmunógeno contiene el epítope 
sulfatado existe una clara tendencia de la respuesta inmune hacia un perfil Th2. Sin embargo, el valor 




respuesta de tipo Th2 ante la molécula nativa presente en el parásito, independientemente del 
inmunógeno empleado 
III-A.1.6. Se demostraron diferencias existentes entre la respuesta inmune humoral para  BSA-
NAcGlc6SO3 y para BSA-NAcGlc. Se evaluó la reactividad cruzada entre los sueros producidos por 
ambos inmunógenos. Sin embargo, el suero específico para NAcGlc6SO3 presentó a títulos altos y 
comparables, una disminución significativa del reconocimiento ante la ausencia del sulfato en el 
epítope, en comparación con el suero anti-NAcGlc, indicando la participación del grupo sulfato en la 
especificidad del reconocimiento. 
 
III-A.2. Evaluación de la respuesta inmune celular a Cz, C-T con o sin tratamiento de desulfatación y 
al epítope sulfatado (N-AcGlc6SO3), mediante  inmunización  de  ratones  BALB/c. 
III-A.2.1. La evaluación de la DTH por reacción intradérmica en la almohadilla plantar de los 
ratones inmunizados, sugirió que la inmunización con C-Td no generó inmunidad T dependiente. 
III-A.2.2. Si bien La N-AcGlc conjugada a BSA también fue capaz de generar respuesta celular 
de tipo T-dependiente (Malkiel et al., 2000), los resultados indican que el epítope sulfatado es capaz 
de generar respuesta celular T dependiente, cuando es utilizado como inmunógeno y que el epítope 
sulfatado es inmunodominante. 
III-A.2.3. Los resultados de la evaluación de las citoquinas mediante ELISA demostraron que: 
- El extremo carboxilo terminal nativo contiene los epítopes responsables de la producción de 
IFN-γ e IL-4. 
- Las moléculas desulfatadas producen mejor estímulo para la producción de IFN-γ. 
III-A.2.4. Los resultados mediante ELISA de captura sumado a el cociente IgG2a/IgG1 y DTH 
sugieren una respuesta mixta Th1/Th2, en el grupo inmunizado con C-T. Por otro lado, el grupo 
inmunizado con C-Td posee escasa capacidad de respuesta celular (DTH negativa y baja producción 
de IFN-γ), y una relación IgG2a/IgG1 con tendencia Th2 cuando se evalúa el reconocimiento a Cz. 
III-A.2.5. En concordancia con los resultados obtenidos por ELISA de captura y por la relación 
IgG2a/IgG1, el grupo inmunizado con C-T mostró niveles superiores de las 3 citoquinas 
representativas del perfil Th2 (IL-10, IL-6 e IL-4)  por citometría de flujo, acompañado de un notable 
incremento en la producción de IFN-γ e IL-17 como componente regulatorio de IFN-γ.  
III-A.2.6. Los inmunizados con C-Td  mostraron un perfil de citoquinas muy similar al grupo 




III-A.2.7. La relación IL-17/IL-10, aumentada en el grupo inmunizado con C-T, sugirió que la 
IL-17 ejerce una modulación favorable de las citoquinas para la resistencia a la infección (Guedes et 
al, 2010) por sobre el efecto antinflamatorio producido por IL-10, en contraste con un dominio 
antinflamatorio por el efecto  de IL-10, en el grupo inmunizado con  C-Td. 
III-A.2.8. La elevación de IL-17 contribuiría como componente regulatorio de los niveles 
exacerbados de IFN-γ  asociados a un perfil Th2  en el grupo C-T 
III-A.2.9.   Los resultados obtenidos por  citometría de flujo coincidieron con  lo observado en 
los ELISA de captura demostrando que: 
-La/s molécula/s desulfatadas representan mejor estímulo para la producción de IFN-γ, 
independientemente de la tendencia de la respuesta inmunológica global.  
-La Cz, tal cual, demostró ser el estímulo más potente para la producción de IL-4.  
-Sólo se detectó IL-4 en los sobrenadantes de esplenocitos de ratones inmunizados con 
C-T.  
 
 Se evidenciaron diferencias significativas en la producción de IL-4 e IL-17, respectivamente, en 
ratones inmunizados con C-T estimulando con Cz/Czd; demostrando que para la producción de 
ambas citoquinas no sólo es importante la presencia del epítope sulfatado en el agente usado como 
estímulo, sino también la estructura conformacional que el mismo adopta dentro de la molécula nativa 
completa.  
 Los resultados de citometría confirmaron que la presencia del epítope sulfatado es responsable 
de desviar el sistema inmunológico hacia respuestas mixtas, exacerbadas e inflamatorias, con 
influencia directa sobre las citoquinas del perfil Th2.   
Si bien no está descripto aún ningún mecanismo de desulfatación en la biología de T. cruzi, el 
proceso de solvólisis nos permitió clivar los grupos sulfato de las moléculas nativas y demostrar que 
existen diferencias en la respuesta inmune humoral y celular generada simplemente por la ausencia 
del epítope sulfatado en el inmunógeno. Además pudimos evaluar el rol del grupo sulfato presente en 




III-B. Evaluación ultraestructural, reconocimiento inmunológico e inmunohistoquímica  




reconocimiento de tejido muscular cardíaco y esquelético en ratones BALB/c inmunizados, en 
ausencia de infección. 
 
III-B.1. Evaluación de la participación de los grupos sulfato presentes en el C-T, en la 
reactividad cruzada entre la cruzipaína y la miosina. 
 
III-B.1.1.  Se demostró  la participación de los sulfatos presentes en el C-T de la Cz en la 
reactividad cruzada entre la Cz y la miosina 
III-B.1.2. Los niveles de estos isotipos, medidos en sueros de los ratones inmunizados con Cz y 
C-T, mostraron valores similares, indicando que las moléculas sulfatadas del dominio C-T están 
involucradas en la reactividad cruzada entre ambas moléculas 
III-B.1.3. Los resultados indicaron que los anticuerpos sulfato específicos participan en la 
reactividad cruzada entre la Cz y  proteínas musculares, entre ellas la miosina. 
 
III-B.2. Estudio de la naturaleza y participación del epítope sulfatado en la inmunopatología de 
la enfermedad de Chagas, en ausencia de infección. 
 
III-B.2.1. Las alteraciones ultraestructurales  en tejido cardíaco sólo fueron inducidas cuando el 
inmunógeno contenía el epítope sulfatado. El tejido cardíaco de  los ratones inmunizados con C-Td  
mantuvo el patrón regular característico del tejido cardíaco normal.  
III-B.2.2. Se analizaron homogenatos de corazón mediante Western Blot utilizando suero 
policlonal de conejo específico para C-T. El grupo inmunizado con C-T mostró la mayor reactividad 
cruzada entre el suero anti-C-T y la banda correspondiente a la cadena pesada de la miosina cardíaca 
(220 kDa).  
III-B.2.3. Además, se observaron otras bandas de menor peso molecular aparente con grado 
variable de inmuno-reconocimiento. Este resultado indica la existencia, además de la miosina, de 
otras proteínas cardíacas, que tienen reactividad cruzada de alta afinidad con Cz en el homogenato de 
corazón.  
III-B.2.4. Fue demostrada la reactividad cruzada existente entre Cz y miosina, sin embargo esta 






III-B.3. Evaluación ultraestructural, reconocimiento inmunológico y análisis  
inmunohistoquímico de la participación de los grupos sulfatados de la Cz/C-T y/o de sus 
anticuerpos específicos en el reconocimiento de tejido muscular cardíaco y esquelético en 
ratones BALB/c inmunizados, en ausencia de infección. 
 
III-B.3.1. Los resultados del análisis por inmunohistoquímica indicaron que la presencia de 
motivos sulfatados en el inmunógeno, así como también los anticuerpos sulfato específicos generados 
(IgG2a, IgG2b) se encuentran involucrados en la reactividad cruzada entre la Cz y proteínas del 
tejido cardíaco. 
III-B.3.2. Con las tinciones de rutina Hematoxilina/Eosina, Tricrómico de Golden-Masson o 
Van Gieson, utilizadas para microscopía óptica,  no se observaron anormalidades ni en el tejido 
muscular cardíaco ni en el esquelético de los ratones inmunizados con C-T ni con  C-Td.  
III-B.3.3. Al igual que con el tejido cardíaco, se realizó el análisis del homogenatos de músculo 
esquelético mediante Western Blot, utilizando suero policlonal de conejo específico para C-T. En el 
grupo inmunizado con C-T se observó una leve reactividad en la banda de 220 kDa. Por otro lado, 
tanto los homogenatos de músculo de los ratones inmunizados con C-T, C-Td como los controles 
presentaron también una banda inmuno-reactiva  preponderante de ~50k Da y otra banda de menor 
intensidad de ~60 kDa. Estas bandas (~60 y 50 kDa) deberán ser identificadas mediante MS-UV-
MALDI-TOF. Sin embargo resulta interesante destacar que en el homogenato de los ratones 
inmunizados con C-T se observó mayor intensidad en el reconocimiento de ambas bandas respecto 
del inmunizado con C-Td y control. 
III-B.3.4. Diferencia del tejido cardíaco, en músculo esquelético la reactividad de los 
anticuerpos sulfato específicos del suero anti-C-T se encuentra vinculada a la miosina u otras 
proteínas relacionadas por especificidad antigénica. La reactividad observada al utilizar el suero 
específico anti-C-T adsorbido con miosina representa el inmuno-reconocimiento de proteínas 
diferentes a miosina en el cual no participan los motivos sulfatados. Por lo tanto, la reactividad 
cruzada entre miosina y Cz en tejido muscular esquelético involucra a toda la molécula de Cz y no 
principalmente al C-T como en tejido cardíaco. 
III-B.3.5. La actividad específica de CS en homogenatos de músculo cardíaco y esquelético de 
ratón inmunizado con C-T, C-Td y control resultó similar. Sin embargo estos resultados sugieren que 
la funcionalidad mitocondrial en los inmunizados con C-T se mantiene a expensas del aumento en el 




III-B.3.6. Alteraciones ultraestructurales de tejido muscular cardíaco en ratones 
inmunizados pasivamente con Inmunoglobulinas G de ratón específicas para N-AcGlc6SO3 
purificadas Estas alteraciones ultraestructurales producto de la interacción entre anticuerpos 
homólogos exógenos, específicos para el epítope sulfatado y el tejido cardíaco del ratón, indican que 
los anticuerpos con especificidad para los motivos sulfatados presentes en el C-T de la Cz se 





III-C. Evaluación de la influencia de los motivos sulfatados y/o sus anticuerpos específicos en la 
inmunopatogenia en ratones previamente inmunizados, y desafiados con dosis subletales de  
tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi. 
 
III-C.1. Desafío subletal de ratones inmunizados con C-T y C-Td, con tripomastigotes 
sanguíneos de T. cruzi, cepa Tulahuen, stock 2 (Tul 2). Los ratones inmunizados presentaron 
períodos de parasitemia prolongados con respecto al grupo control. En el grupo inmunizado con C-T, 
la parasitemia monitoreada a lo largo del período de estudio, fue mayor que en el grupo de ratones 
inmunizados con C-Td, en el que murieron el 80 % de los integrantes. Por lo tanto, el grupo 
inmunizado con C-T pudo sobreponerse a una parasitemia mayor mientras el grupo inmunizado con 
C-Td resultó afectado con mayor severidad.  
III-C.1.1. La mortalidad mostró diferencias significativas entre los grupos. En el grupo C-T se 
encontró asociada al recuento máximo de parásitos/ml. En cambio, las muertes en el grupo C-Td 
ocurrieron durante un período más prolongado y asociadas a la ocurrencia de picos de parasitemia. En 
los grupos inmunizados tanto con C-T como con C-Td se alcanzaron valores de parasitemias letales a 
diferencia del grupo control, a pesar de haber sido desafiados con dosis subletales.  
III-C.1.2. Se realizó el análisis histopatológico de tejido cardíaco y muscular esquelético de 
los ratones que lograron superar la infección aguda. Se clasificó a los tejidos según su infiltrado 
inflamatorio. De este modo, se observó miocarditis leve en los ratones infectados control e 
inmunizados con C-Td y miocarditis leve a moderada en los inmunizados con C-T (según “Score” de 




III-C.1.3. A nivel de músculo esquelético, se observó miositis severa en los ratones 
inmunizados con C-T y C-Td, y miositis focal no confluente en el músculo de los ratones control de 
infección (clasificación de miositis según la distribución y extensión del infiltrado inflamatorio, 
Martin et al., 2007).  
III-C.1.4. Si bien el músculo de ambos grupos de ratones inmunizados, con C-T/C-Td  e 
infectados  presentaron un “Score” inflamatorio similar, la mayor mortalidad registrada en los 
inmunizados con C-Td sugiere que esté último grupo cursó la fase aguda de la infección con mayor 
severidad. 
 La determinación de enzimas de daño muscular (GOT, LDH y CPK), no fue una herramienta 
útil como parámetro de severidad en esta etapa del estudio, debido a que los niveles observados no 
evidenciaron diferencias significativas entre los grupos, luego de la infección, en función de la 
exposición previa o no a los motivos sulfatados (no se muestra). La participación del sulfato presente 
en el C-T como factor de patogenia probablemente se diluye entre la multiplicidad de mecanismos 
lesivos para el tejido muscular que presenta el parásito en la infección, elevando los niveles 
serológicos de GOT, CPK y LDH en todos los grupos.  Por lo tanto, la severidad del curso de la fase 
aguda de la infección en el grupo C-Td se evidenció a través de la parasitemia, la mortalidad y por las 
lesiones histológicas observadas en músculo esquelético. 
 
III-C.2.. Desafío subletal de ratones inmunizados con el epítope sulfatado, con tripomastigotes 
sanguíneos de T. cruzi, cepa Tulahuen, stock 2 (Tul 2). 
 
Los ratones inmunizados con el epítope sulfatado acoplado a BSA presentaron valores de 
recuento de parasitemia excesivamente elevados, habiendo alcanzado valores de IFN-γ elevados 
significativivamente con respecto a los niveles registrados en los grupos control. La sorprendente 
sobrevida de los ratones con parasitemias del orden de 10
7 
parásitos sugirieron que la inmunización 
con el epítope sulfatado permitió generar algún mecanismo de resistencia a la infección, resultando 
ineficiente en el control de la parasitemia, a pesar de los niveles elevados de IFN-γ. 
 
III-C.3. Participación de los anticuerpos específicos para el epítope sulfatado en la infección de 





En presencia de anticuerpos específicos para el epítope sulfatado los ratones sobrevivieron a 
parasitemias sorprendentemente elevadas, demostrando que los anticuerpos específicos para el 










 La caracterización del epítope sulfatado presente en el sitio de N-glicosilación de dominio C-
Terminal de la cruzipaína permitió la realización de un estudio secuencial comenzando con la 
inmunización de ratones BALB/c con el dominio C-T completo, pudiendo demostrar la participación 
de los epítopes sulfatados, contenidos en el mismo, en la inmunopatogenia: a través de las 
alteraciones ultraestructurales en tejido cardíaco y muscular; en el inmunoreconocimiento de 
proteínas musculares por inmuno-microscopía con oro-coloidal en tejido cardíaco y muscular; en la 




humoral específica representada por el isotipo IgG2b; en la generación de respuesta inmune celular T 
dependiente y en la estimulación de un perfil de citoquinas compatible con una respuesta mixta con 
tendencia Th2 con niveles muy elevados de IFNγ e IL-17 como componente regulatorio de IFN-γ.  
 El desafío de estos ratones inmunizados con C-T demostró la participación del epítope sulfatado 
de este dominio de la Cz en algún mecanismo de resistencia a la infección aguda, posiblemente 
asociado al perfil de citoquinas, y que es capaz de favorecer la infección/invasión/replicación del 
parásito, reflejado en las elevadas parasitemias observadas.   
 El siguiente paso consistió en la inmunización con el epítope sulfatado, demostrando la 
capacidad del mismo de generar una respuesta inmune humoral repitiendo el perfil de isotipos de 
IgGs observado en la inmunización con C-T, demostrando ser un epítope inmunodominante tanto por 
la generación de niveles elevados de anticuerpos como por la obtención de un suero enriquecido en 
anticuerpos sulfato específicos. También, el epítope demostró generar una vigorosa respuesta celular 
T dependiente de memoria. Por otro lado, se evaluó la participación del epítope sulfatado y/o de sus 
anticuerpos específicos en la alteración ultraestructural cardíaca. La inmunización con el epítope 
demostró su participación en la infección desarrollando parasitemias extremadamente elevadas y 
sostenidas. Sin embargo, no se podía aún precisar si los efectos observados en la inmunopatogenia y/o 
en la infección en los  ratones inmunizados con el epítope se debían a un efecto directo de la 
NAcGlc6SO3 y/o indirecto, a través de sus anticuerpos sulfato específicos.  
 Por lo tanto, el último paso realizado fue el tratamiento mediante transferencia pasiva de IgGs 
sulfato específicos para evaluar el rol de los mismos en la inmunopatogenia y en la infección por T. 
cruzi. De esta manera, demostramos que los anticuerpos sulfato específicos son responsables de 
causar daño cardíaco ultraestructural severo y de favorecer la infección/invasión/replicación del 
parásito reflejada en recuentos de parasitemia muy elevados. 
 A pesar de desconocer el mecanismo a través del cual los anticuerpos sulfato específicos ejercen 
su acción biológica, podría postularse la fijación de complemento o la citotoxicidad mediada por 
células como posibles mecanismos del efecto indirecto de estos anticuerpos en la inmunopatogénesis 
de la enfermedad de Chagas experimental y por otro lado la fabulación u opsonización como 
mecanismos indirectos del epítope sulfatado para favorecer la infección y que el parásito logre 
instalarse en las células del hospdador. 
 Estudios en curso en nuestro laboratorio pretenden dilucidar si existe un efecto directo de estos 
epítopes sulfatados, presentes en el C-T de la Cz, en la patogenia a través del tropismo tisular 




unión a ligandos con alto contenido en manosa y a su vez posee un dominio de reconocimiento para 
moléculas sulfatadas. La interacción Cz-RM ya fué comprobada. Este efecto directo de los epítopes 
sulfatados presentes en el parásito podría postularse también como mecanismo posible de 
infección/invasión celular. 
  Además de la acción directa e indirecta de los epítopes sulfatados, a su vez podría identificarse 
un efecto dual y ambivalente de estos anticuerpos sulfato específicos, participando en la patogenia y 
en la infección y al mismo tiempo los anticuerpos involucrados en la alteración ultraestructural 
posibilitaron la autolimitación de la infección, el bloqueo de factores de virulencia sulfatados, el 
arresto de los parásitos en los tejidos y la sobrevivencia  luego se atravesar la fase aguda.  
 Los resultados obtenidos mediante los estudios experimentales y de la infección natural en 
pacientes permitió establecer como nexo la homología entre el isotipo IgG2b presente en ratones con 
marcada especificidad para epítopes sulfatados y el isotipo IgG2 de los pacientes con enfermedad de 
Chagas crónica. Por ello, la importancia de los epítopes sulfatados presentes en el C-T de la Cz de T. 
cruzi  y de los anticuerpos sulfato específicos parece trascender del campo experimental para tener 
aplicabilidad en el campo de la medicina humana como posible marcador de progresión de la 
patología cardíaca en pacientes con enfermedad de Chagas crónica.  
 Hemos reportado que el estadío clínico del paciente según el grado de compromiso cardíaco se 
correlaciona de manera inversa con los niveles de IgG2, de modo que estadíos más severos con mayor 
compromiso cardíaco presentan menores niveles de IgG2 sulfato específicos. En línea con estos 
resultados, actualmente está en desarrollo la determinación del isotipo específico para sulfatos  en un 
n  estadísticamente representativo  de pacientes pertenecientes a los diferentes estadíos clínicos y el 









MATERIALES Y MÉTODOS 
  




1. Parásitos, cultivo y cosecha 
Los epimastigotes de  T. cruzi, cepa Tulahuén, stock 2, se mantuvieron en caldo monofásico BHT (Brain 
Heart Triptose) suplementado con 10 % SFB (suero fetal bovino Natocor® inactivado durante 35 minutos a 
56°C), con antibióticos (penicilina 100 UI/ml; estreptomicina 0,1mg/ml). El cultivo se llevó a cabo en 
ambiente húmedo a 27 °C, en oscuridad, con agitación continua a 100 rpm. Se cosecharon por centrifugación  a  
8000 rpm durante 12 minutos a 10 °C, se hicieron 2 lavados con PBS 1x y el pellet se conservó a -20 °C 
(Cazzulo, et al., 1985). 
 
Composición del caldo BHT:  







Se ajustó el pH de los medios de cultivo a 7,5, y se esterilizaron por calor húmedo en autoclave, a 121 °C 
durante 20 minutos. El homogenato total de epimastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuén, stock 2, utilizado para la 
titulación de sueros por ELISA,  se obtuvo según (Segura et al., 1974). El cultivo de parásitos se realizó en 
caldo BHI  (Composición: BHI 5 g/l,  extracto de levadura Difco 3 g/l, Na2HPO4 10 g/l, KCl 0,4 g/l, NaCl 4 
g/l, glucosa 4 g/l y hemina 20 mg/l). Los tripomastigotes sanguíneos fueron mantenidos in vivo por pasaje 
semanal en ratones BALB/c. 
 
2. Obtención de Antígenos: 
2.1. Purificación de Cruzipaína: 
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La purificación de la Cz se llevó a cabo a partir de epimastigotes de T. cruzi  (Cazzulo et al., 1985).  La 
primera parte de la purificación incluye la obtención del extracto libre de células.  Para ello, se llevó a cabo la 
ruptura de los  parásitos  mediante  dos  ciclos  consecutivos  de  congelado  (a -20  ºC)  y  descongelado  
seguidas  de  un período  de  congelado  adicional  de  48  hs,  luego  del  cual  se  descongelaron  y  
resuspendieron  en  una solución  de  sacarosa  0,25  M  y  KCl  5  mM  (3  ml/  gramo  de  parásitos).   El  
homogenato  resultante  se centrifugó a 7000 rpm con el rotor SS34 durante 10 minutos a 5 ºC, el sobrenadante 
(que se conserva en hielo) se recuperó y el precipitado se volvió a resuspender en la misma solución y se 
centrifugó a 12000 rpm durante 15 minutos a 5 ºC con el mismo rotor.  Se recuperó el sobrenadante, se juntó 
con el anterior y ambos se clarificaron por centrifugación a 19000 rpm durante 30 min a 4 °C, descartando el 
sedimento. El sobrenadante clarificado es denominado comúnmente “extracto crudo”.  A continuación se 
realizó la precipitación con solución saturada de sulfato de amonio pH 7,5, del extracto hasta  llegar  a  una  
concentración  final  de  sulfato  de  amonio  al  50  %.    Esto  se  hizo  manteniendo  la temperatura del 
sobrenadante a 0 ºC (baño en agua-hielo) y en agitación baja.  Finalmente, la suspensión se centrifugó a 12000 
rpm durante 15 minutos a 5 ºC (rotor SS34).  En este caso, se recuperó el pellet, se resuspendió en TBS (buffer 
Tris-HCl 50 mM pH 7,5- NaCl 150 mM), se dializó contra TBS 2 veces y se dejó durante toda la noche a 4 ºC. 
La  segunda  parte  de  la  purificación  de  la  Cz  se  realizó  por  medio  de  una  cromatografía  de 
afinidad  a Concanavalina  A  (Con-A) (Labriola, et al., 1993).    Para  ello,  al  extracto  libre  de  células  
dializado  se  le  agregaron CaCl2,  MgCl2 y  MnCl2 hasta  alcanzar  una  concentración  final  3  mM  de  cada  
uno,  y  el  mismo  se centrifugó a 10000 rpm durante 12 minutos a 5 ºC (rotor SS34).  El sobrenadante 
resultante se aplicó a la columna  de  ConA-Sepharosa,  previamente  lavada  y  equilibrada  con  el  buffer  
TBS-cationes  (Tris-HCl 50 mM,  NaCl  150 mM,  CaCl2 1 mM,  MgCl2 1 mM  y  MnCl2 1 mM), en forma de 
“batch” (con agitación suave a 4 ºC durante 2 h) o en forma continua (3 pasajes por la columna a 4 ºC).  La 
columna se lavó con el  mismo  buffer  TBS-cationes  hasta  absorbancia  nula  a  280 nm. La competencia y la 
elución se realizó  utilizando  α-metil-manopiranósido  10  %  en  TBS-cationes.  Para  ello,  se  agregó  el  
buffer  de elución  a  la  columna  de  ConA-Sepharosa,  se  cerró  el  flujo  y  se  incubó  a  37 ºC  durante  1  
h.  Luego,  se recogieron fracciones de  1  ml  que  fueron  monitoreadas  por  absorbancia  a  280 nm (λ para la 
detección del enlace peptídico) /230  nm (λ para la detección de triptófano). Se recuperaron las  fracciones  con  
actividad  enzimática  sobre  sustrato  sintético  cromogénico  Bz-Pro-Phe-Arg-pNA, se juntaron y se 
dializaron contra Tris-HCl 50 mM pH 7.6 a 4 ºC durante toda la noche. El  siguiente  paso  de  purificación  
incluyó  una  columna  de  cromatografía  de  intercambio  iónico Mono Q HR TM 10/10  equilibrada  con  el  
mismo  buffer  TBS-cationes (Duschak et al., 2001). Se  realizaron  algunas modificaciones  para  separar  las  
isoformas  de la  Cz  de  la  proteína  contaminante  SCP.   La  elución  fue realizada   usando  un  gradiente  de  
NaCl  0-1 M,  con  agregado  de  un  paso isocrático  a  NaCl  180  mM.    Se monitoreó  por  absorbancia  a  
280  nm.    Las  fracciones  fueron  colectadas  a  una  velocidad  de  flujo  de  1 ml/min y se seleccionaron  las 
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fracciones en función  de su actividad enzimática frente a  sustratos  sintéticos. Se determinó por 
espectrofotometría a 330 nm, a 25°C,  la hidrólisis de  FA-Phe-Phe-OH para fracciones contaminantes de SCP 
(Parussini et al, 2003),  y de  Bz-Pro-Phe-Arg-pNA  para  las fracciones de Cz. Se juntaron las  fracciones 
colectadas de Cz y se dializaron contra Tris-HCl 10 mM  pH 7.6 a 4 ºC durante toda la noche y concentradas 
por SAVANT (Barbosa, et al., 2003). Se procedió a la inactivación de la Cz, durante 1 hora en hielo, con E-64 
(trans-epoxi-succinil-L leucil-amido-4-guanidino butano) (Acosta et al., 2008).  En todos los protocolos de 
inmunización se utilizó Cz  inactiva. Todos los pasos  de  la  purificación  fueron  controlados  mediante  
determinación  de  proteínas  y actividad  enzimática  frente  a  sustratos  sintéticos  cromogénicos,  SDS-
PAGE  y Western  Blot con  suero policlonal específico para Cz. La Cz nativa, libre de contaminantes, para ser 
utilizada como inmunógeno se inactivó con E-64.  
 
2.2. Purificación del dominio carboxilo terminal de la Cruzipaína 
El dominio C-T se obtuvo mediante autoproteólisis de la Cz según Hellman et al., 1991, con 
modificaciones. Para la autoproteolisis, la Cz purificada y activa se resuspendió en buffer AcNa 50 mM pH 6, 
con 10 mM de β-mercaptoetanol y se incubó durante 48 h a 40 ºC.   
  La  purificación  del  dominio  C-T  se  realizó  por  medio  de  una  cromatografía  de  exclusión 
molecular utilizando BioGel P-30 como matriz.  El producto de la autoproteólisis se concentró a un volumen 
menor a 1 ml para ser sembrado en un BioGel P-30 (contenido en una columna de 1,5 x 120 cm), previamente 
lavado y equilibrado con el buffer Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6.  La elución se realizó con el 
mismo  buffer  a  flujo  lento, 3  gotas/min,  recogiendo  130  fracciones,  de  20  gotas  cada  una, haciendo el 
seguimiento de la elución por espectrofotometría a 280/230 nm. Mediante SDS-PAGE, tinción de plata y 
Western Blot con suero policlonal de conejo anti-Cz, se confirmó el peso molecular (≈25kDa) y la correcta 
separación del C-T (Barboza et al., 2003).  
 
2.3. Tratamiento de desulfatación química y enzimática. 
La desulfatación enzimática se realizó mediante digestión con 25mU de sulfatasa de Abalone entrails 
(Type VII; Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA) en 50 mM de acetato de sodio pH 5 durante 18h a 37 °C. 
La desulfatación química se realizó según Freeze et al., (1983).  Para desalar las  muestras  se  pasaron  
por  0.5  ml  de  la resina AG50W-8X (H+) con posterior lavado de la columna con 2 ml de agua destilada. 
Luego de la adición de 15 μl de piridina, se liofilizó, se resuspendió en 0,2 ml dimetilsulfoxido/metanol (9:1, 
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v/v) y se ajustó el pH a 4 con HCl diluido. Una vez realizada  la  incubación  a  100 ºC  durante  2  h,  la  
muestra  se  llevó  a  seco  y  se conservó a -20 °C.   
 La desulfatación química, fue el método de elección para la desulfatación de los antígenos utilizados en 
los protocolos de inmunización,  a fin de garantizar la ausencia de cualquier tipo de actividad enzimática en el 
inmunógeno.   
Para  confirmar  que  el  proceso  de  desulfatación,  química  y  enzimática,  no alteraba la estructura de 
la molécula, comparamos las muestras antes y después del  tratamiento  mediante  SDS-PAGE  al  10  %,  
verificando  que  la  proteína  no había modificado su peso molecular aparente. Además, mediante análisis de 
EM-UV-MALDI-TOF se confirmó que la modificación post-traduccional N-glicosilación de  estas  moléculas  
permanece  intacta  luego  de  ser  sometida  al  proceso  de desulfatación (Barboza et al.,2005).    
 
3. Preparacion del antígeno: BSA-NAcGlc6SO3 (BSA-epítope sulfatado) 
Para  el ensayo de inmunización con el epítope sulfatado presente en el C-Terminal de la Cz se 
utilizaron BSA-NAcGlc6SO3 y BSA-NAcGlc. Dichos inmunógenos fueron sintetizados mediante la reacción 
de acople a BSA que se describe en   1.4 , utilizando NAcGlc6SO3 y NAcGlc comerciales (Sigma®). 
 
4. Cuantificación de proteínas 
4.1. Método de Bradford  
Se  utilizó  la  técnica  en  microescala,  para  la  cuantificación  de  proteínas  en  solución. Las  
muestras  se  llevaron  a  800 µl  con  agua,  se  agregaron  200 µl  del  reactivo  comercial Bradford (BioRad), 
se agitó y determinó la absorbancia a 590 nm.  
Para la curva de calibración se utilizaron diluciones de una solución madre de BSA 1 mg/ml. (Bradford, J., 
1976) 
 
4.2. Método de Lowry  
Cada muestra se llevó a 300 µl con agua, se le agregó 1,5 ml del reactivo C, se agitó y dejó reposar 
durante 10 min a temperatura ambiente. Luego se agregaron 150 µl del reactivo de  Folín (Merck), diluido al 
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½, se agitó e incubó en oscuridad durante 30 min. La absorbancia se determinó a 660 nm, y como solución 
patrón se utilizó BSA 1 mg/ml.  
Reactivo C: solución alcalina de cobre, se obtiene mezclando en el momento 20 ml de solución  A  (Carbonato  
de  sodio  2%  en  NaOH  0,1 N)  con  0,4 ml  de  solución  B  (Sulfato  de cobre 0,5 % en tartrato de sodio y 
potasio1 %).(Lowry et al, 1951) 
 
5. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)  
Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida discontinuos de 7,5, 10 y 12% (de 
acuerdo al rango de resolución deseado) en condiciones desnaturalizantes (Laemmli et al., 1970). Se 
disolvieron en buffer siembra, hirvieron a 100 °C durante 3 min, y se sembraron.  Se  corrieron  a  voltaje 
constante  de  120 volts.  La estimación de los pesos moleculares se realizó haciendo referencia a los  
estándares de peso molecular comerciales (Sigma) corridos en paralelo.  
 
5.1. SDS-PAGE con sustrato incorporado 
Para determinar la actividad gelatinolítica de la Cz se llevó a cabo electroforesis en gel de poliacrilamida 
10% (SDS-PAGE) de acuerdo a lo descripto por Laemmli, (1970) con el agregado de gelatina 0,15 % en el gel 
separador de acuerdo a Martinez y Cazzulo (1992). En este caso, las muestras no fueron inactivadas y se 
sembraron con el buffer de siembra sin el agregado de β-Mercaptoetanol. La corrida electroforética se realizó a 
110 V a 4 ºC. Finalizada la corrida electroforética, los geles se lavaron con agua destilada en presencia del 
detergente no iónico Tritón-X-100 0,1 %, para eliminar el exceso de SDS. Los geles fueron incubados a 37 ºC 
en buffer Tris HCl 10 mM pH 5 en presencia de 0,5 mM de ditiotreitol (DTT) durante 16 horas. Luego de la 
incubación, los geles fueron teñidos con Coomasie Brilliant Blue 250R disuelto en metanol/ácido acético/agua 
(5:1:5, v/v) en agitación durante 1 h. La decoloración se hizo con abundante agua destilada. Las bandas 
correspondientes a las proteínas que presentaron actividad no tomaron el colorante (Duschak et al., 2001). 
 
6. Revelado con Nitrato de Plata 
Se procedió a la fijación de las proteínas contenidas en el gel de poliacrilamida con una solución de 
metanol: acético: agua (50:10:40) durante 10 min, se pasó a una solución de metanol: acético: agua (7:5:88) 
durante 10  min,  y  se  lavó  luego  con  abundante  agua  deionizada,  o  milliQ,  durante  10 min.  A 
continuación se incubó con una solución de Glutaraldehído 10 % durante 15 min. Se descartó la  solución,  y  
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se  lavó  con  abundante  agua  deionizada  durante  40  min,  haciendo  varios cambios.  Se  agregó  el  reactivo  
de  plata,  recién  preparado,  se  incubó  10  min,  se  descartó  y nuevamente se lavó con agua deionizada 
durante 5 min. Se incubó con la solución reveladora hasta la aparición de bandas de la intensidad deseada, y se 
detuvo con una solución de ácido acético 10 %.  
- Reactivo de Plata: 1 ml de NH3 se mezcla con 1ml de NaHO 1 M, se lleva a 10 ml con agua deionizada 
y se titula, gota a gota y con agitación, con 2 ml de solución acuosa de nitrato de plata 20 % recién preparada. 
Se lleva a 50 ml finales con agua deionizada.  
-  Revelador:  25 µl  de  formaldehído  37 %  se  mezclan  con  50  µl  de  ácido  cítrico (50 mg/ml) y se llevan 
a 50 ml con agua deionizada o milliQ. (Oakley et al, 1980) 
 
7. Tinción con Coomasie Brilliant Blue 250R 
Esta tinción se utilizó para el análisis de las proteínas separadas electroforéticamente en los geles de 
poliacrilamida. Los geles fueron teñidos con una solución de Coomasie Brilliant Blue R-250 0,2 % en 
metanol/acético 5:1 durante 60 minutos a temperatura ambiente. Luego, fueron desteñidos con abundante agua 
destilada o realizando varios cambios con una solución de metanol/acético 3:1 a temperatura ambiente. 
Para la obtención de sueros específico de conejo anti-Cz y anti-dCz, las muestras de Cz antes y después 
de tratamiento de desulfatación, se sembraron y separaron electroforéticamente en gel de poliacrilamida. En 
este caso, el gel de poliacrilamida fue 
lavado 3 veces con agua destilada y teñido con una solución coloreada de Coomasie R-250 0,05 % en agua 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron con abundante agua destilada hasta 
cortar las bandas. Para evitar efectos tóxicos para el animal, en este protocolo en ningún momento se trata al 
gel con metanol (Harlow y Lane, 1988). Ambos antígenos (Cz y Czd) fueron extraídos a partir de los geles de 
poliacrilamida y usados de acuerdo al protocolo de inmunización descripto. 
 
8. Ensayos  de  transferencia  de  proteínas  a  membranas  de nitrocelulosa  y  reacción  con antisueros 
(Western Blot)  
Las  proteínas  separadas  por  SDS-PAGE  fueron  electro-transferidas  a  membranas  de nitrocelulosa  
(Amersham  Pharmacía)  durante  45  min  a  300 mA  en  buffer  de  Tris-Glicina, metanol 20 % o a 40 voltios 
durante toda la noche a 4 ºC (Towbin et al., 1997). Las membranas se lavaron con agua destilada y se tiñeron 
con Rojo Ponceau como control de la tranferencia. Las membranas se bloquearon durante 60 min con TBS-
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leche descremada 3%  (Buffer TBS: 50 mM TrisHCl; 150 mM NaCl, pH 7.6) en agitación continua y a 
temperatura ambiente. Luego de lavar con TBS, se incubaron  durante  1  hora  con  anticuerpos  específicos 
diluidos en TBS-leche 1 %. Se realizan 3 lavados de TBS (10 minutos cada uno), un lavado de 10 minutos con 
TBS-NP40 0.1 %, seguido nuevamente de 3 lavados con TBS de 10 minutos cada uno. Se procedió a incubar 
nuevamente durante 1 hora con los anticuerpos secundarios  acoplados a  HRP (Horseradish Peroxidasa). Los 
lavados siguientes consistieron en tres lavados consecutivos de TBS (10 minutos cada uno), un lavado de TBS-
NP40 0.05 % y 3 lavados de TBS (10 minutos cada uno). El revelado se realizó con una solución de 4-cloro-1-
naftol.   
La solución de 4-cloro-1-naftol contiene 12 mg de 4-cloro-1-naftol disueltos en 4 ml de metanol. Luego 
de disolución completa se agregaron 20 ml de PBS y antes de poner en contacto con el gel se adicionaron a la 
solución 20 µl de agua oxigenada 30 %. 
En los casos que requerían mayor sensibilidad se utilizó el reactivo de quimioluminiscencia ECL 
(Amersham®) con exposición de placas radiográficas en oscuridad, la intensidad de inmunoreconocimiento se 
determinó utilizando el software image gauge 3.122 (Fuji Film, Tokyo, Japan). 
 
9. Obtención y síntesis de estructuras, acople a proteínas y análisis inmunológico 
9.1. Obtención y síntesis de estructuras sulfatadas y no sulfatadas 
Los derivados de azúcares sintéticos, disacáridos mono y disulfatados, oligosacáridos derivados de 
heparina, oligogalacturonatos sulfatados y no sulfatados, azúcares aniónicos sulfatados y no sulfatados se 
obtuvieron en el Laboratoire des Glucides, Universite Joules Verne, Amiens, France y los conjugados proteína-
azúcar en CIHIDECAR, Departamento de Química Orgánica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. 
9.1.1. Derivados de azucares sintéticos 
La síntesis de monosacáridos se realizó según Nakabayashi et al., 1986; Barbier et al., 2006 y Pourcelot 
et al., 2011; resumida y representada en el siguiente esquema 
 
 





Esquema 1. Síntesis del compuesto 3 (3-aminopropil 2-acetamido-2-desoxy-O-sodio sulfonato- β-D-
glucopiranósido) y del compuesto 6 (3-aminopropil  β-D-galactopiranosiduronato). 
La  oxazolina (compuesto 1) reaccionó con 3-azidopropanol, mediante glicosilación catalizada por Cu(II)  
para obtener  esteroeselectivamente el β-glicósido (J1.2= 8.3 Hz). Los derivados 6-sulfato se obtuvieron por sulfatación 
regioselectiva en la posición primaria del compuesto 2. Luego los productos obtenidos se purificaron por HPLC en 
fase reversa, evitando múltiples pasos de protección-desprotección. El compuesto 3 (3-aminopropil 2-acetamido-2-
desoxi-6-O-sodio sulfonato-β-D-glucoside) se obtuvo por reducción del grupo azido. 
 Por otra parte por la reacción del tricloroacetimidato 4, fácilmente obtenida a partir de bencil (allil 2,3-di-
O-bencil-α-D-galactopiranosiduronato) con 3-azidopropanol, el glicósido fue obtenido como una mezcla β/α 6:1,  a 
partir de la cual se aisló β-galacturonosido 5, el cual se sometió a un paso de reducción y desprotección 
proporcionando el producto final 3-aminopropil β-D-galactopiranosiduronato 6. 
 
El disacárido monosulfatado (Di 1S) se preparó según Bultel et al.,  2009. La síntesis del 
disacárido disulfatado (Di 2S) se realizó a partir de metil manósido utilizando una secuencia de síntesis 





















































a. HO(CH2)3N3, CuCl2, 70%
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Disacáridos. Para la obtención de disacáridos monosulfatados, la reacción un aceptor 7 y un donor 8 que dan una mezcla 
de disacáridos αy β, los cuales se separan cromatograficamente. El β-disacáridos 9. fue desililado y el grupo azido 
convertido  en N-acetil formándose el compuesto 10. El producto 11 se obtuvo por sulfatación del 6-hidroxilo libre 
seguida de hidrogenolisis. 
Los disacáridos disulfatados se sintetizaron mediante una secuencia clásica a partir de metil maltósido 12. Para la 
obtención del diol 13 se realizó una tritilación regioselectiva en posición 6 y 6’ seguida de perbencilación y desprotección 
del tritil. Se realizó la sulfatación e hidrogenolisis, al igual que para los disacáridos monosulfatados, obteniendo  el 
maltosido 6,6’ disulfato 14. Para confirmar la presencia de los dos grupos sulfato se analizó el compuesto por RMN 
(resonancia magnética nuclear) y EM- ESI en modo negativo.  
 
9.2. Preparación de  oligosacáridos sulfatados a partir de Heparina 
La heparina es un polisacárido natural altamente sulfatado, compuesto por unidades de ácido D-
Glucurónico o ácido L-Idurónico y N-acetil Glucosamina o Glucosamina N-sulfato. Las posiciones 2 de los 
ácidos L-Idurónico y/o 6 de las Glucosamina están sulfatadas. Los oligosacáridos sulfatados se obtuvieron por 
degradación química, mediante desaminación con ácido nitroso y reducción, (Esquema 3). La degradación 
química con ácido nitroso de heparina (Hep) y heparán sulfato (HS) se usa comúnmente para producir 
oligosacáridos. A partir de los oligosacáridos obtenidos, los residuos N-sulfatados se clivaron selectivamente a 
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afectar los grupos O-sulfato. Luego de ser reducidas, las unidades de 2,5-anhidromanosa terminal fueron 
convertidas en unidades de 2,5 anhidromanitol. Los oligosacáridos fueron fraccionados de acuerdo a su carga y 
longitud de cadena (por cromatografía de intercambio aniónico de alto PH mediante detección amperimétrica 
de campo pulsado, HPAEC-PAD), como se describió en  Bultel et al.,  2010.  
 
Esquema 3. Derivados de la degradación de Heparina 
 
 
Esquema 3. Los oligosacáridos sulfatados se obtuvieron por degradación química, mediante desaminación con ácido 
nitroso y reducción. La degradación química con ácido nitroso de heparina (Hep) y heparán sulfato (HS) se usa 
comúnmente para producir oligosacáridos. Se caracterizaron diferentes compuestos en función del contenido promedio de 
sulfato por unidad de azúcar. 
 
9.3. Preparación de Oligogalacturonatos (PGOs) y Oligogalacturonatos sulfatados (PGSs) 
Una mezcla de oligogalacturonatos (PGO) se obtuvo mediante hidrólisis ácida de pectina, seguida de un 
paso de precipitación con isopropanol:H2O. Los PGOs fueron convertidos en sus sales de N,N-
diisopropilamonio y fueron sulfatados luego con complejos SO3.NMe3 disueltos en dimetilformamida. Se 
utilizaron tres proporciones diferentes de reactivos de sulfatación (equiv./libre de OH) para obtener  
compuestos con diferente contenido  de sulfatos (0.4, 0.67 y 1) por unidad de monosacárido (Esquema 3)  
Estos compuestos sólo se caracterizaron en función del contenido promedio de sulfato por unidad de 
azúcar.  




9.4. Síntesis de los conjugados Azúcar-proteína 
En los casos en que fue necesario, los azúcares libres se convirtieron primero en 1-amino derivado 
(Hackenberger et al., 2005).  La síntesis se describe a través de un ejemplo: Glucosamina-6-sulfato (1.2 mg, 
4.6 μmol, forma ácida) y carbamato de amonio (Sigma) (6.1mg, 78.3 μmol) en metanol (0,1ml) se mantuvieron 
en agitación a 37°C durante 12 hs. A continuación de la reacción se realizó cromatografía en placa delgada 
(TLC). El producto crudo mostró un  Rf=0.76 en 4:3:2 AcOEt: MeOH: H2O, y se utilizó para el paso siguiente. 
La reacción se aplicó a los siguientes azúcares comerciales: Maltosa, Maltotetrosa, Glucosa-6-fosfato, ácido 
Galacturónico, Glucosamina-6-sulfato, N-acetilglucosamina, N-acetilglucosamina-6-sulfato (marca Sigma®). 
El acople a proteínas se realizó a través de la reacción con Glutaraldehído ( cita 61), usando los 1-amino 
derivados de los azúcares comerciales preparados en el momento así como también los derivados sintéticos 
conteniendo el grupo aminopropil. Generalmente, a la solución de proteínas (20 mg, 0.3  μmol) en buffer 
fosfato (0,1 M, 5 ml, pH 7.4) se le agregó el derivado azúcar (50 equivalentes) y glutaraldehído 2,6 M (50 
equivalentes). Después de mantener en agitación durante toda la noche, la solución se dializó contra agua y se 
desaló por elución a través de una columna Biogel P-10 (Tris-HCL 5 mM). Las proteínas utilizadas para la 
preparación de conjugados fueron: BSA (PM 66300 Da, proteína que cuenta con 93 residuos básicos); 
Ubiquitina (PM 8564 Da, contiene 13 residuos básicos) y  Aprotinina (PM 6511, contiene 14 residuos básicos).  
  
9.5. Análisis por espectrometría de masa UV-MALDI-TOF 
El análisis de los conjugados Azúcar-proteína se realizó usando un espectrómetro de masa Ultraflex II 
TOF/TOF, equipado con un laser “solid-state” de alta performance (λ=355nm) y un reflector. El sistema opera 
mediante software flexcontrol 2.4 (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemania). 
Todas las muestras fueron irradiadas con el laser (60 % de potencia) y se midieron en modo lineal y 
modo reflectrón, en modo positivo. El espectro de masas reportado corresponde a 1000 disparos del laser. Se 
utilizó Ácido Sinapinico como matriz (200 mM en acetonitrilo:ácido trifluoroacético 0.1 %, 66:33), 2 mg/ml. 
Se utilizaron  matrices y  reactivos  de calibración  Sigma-Aldrich®. La carga de las muestras se realizó 
en placa de acero (MTP 384 ground steel; Bruker Daltonics GmsH), Se depositó 1 μl, 1:1 (v/v), 
muestra/solución de matriz utilizando el método sandwich o  el método clásico por desecación de gota a 
temperatura ambiente.  
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10. Evaluación de la especificidad del  reconocimiento de epítopes sulfatados mediante ensayos de Dot-Blot, 
ELISA indirecto y ELISA de Inhibición. 
Las  herramientas utilizadas fueron:  
1-estructuras sintéticas: Se obtuvieron y/o utilizaron diferentes estructuras con carga aniónica: 
oligosacáridos derivados de la heparina y pectina; estructuras sulfatadas;  monosacáridos, disacáridos u 
oligosacáridos carboxilados o fosforilados. Dichas estructuras, solas o unidas a aprotinina, fueron evaluadas 
por ELISA, dot-blot y ensayos de competencia.  
Los oligosacáridos sintéticos sólo fueron caracterizados en términos del contenido promedio de 
sulfatos por unidad de azúcar, de este modo fue posible analizar la influencia del contenido total de sulfatos 
en el reconocimiento antigénico. 
2- sueros: Para los ensayos inmunológicos se utilizaron sueros policlonales de ratón y de conejo 
específicos tanto para Cz y C-T, y/o Czd y C-Td, sueros de pacientes con enfermedad de Chagas e IgGs  
purificadas del suero de pacientes y del suero de conejo inmunizado con  C-T 
 
10.1. Obención de sueros policlonales específicos . 
Para la obtención de sueros policlonales específicos para Cz, Czd, C-T y C-Td se inmunizaron conejos 
Neozelandeses de 6 semanas de edad, desparasitados y en buen estado de salud. Para garantizar la identidad y 
pureza del inmunógeno, se sembraron tanto Cz como Czd en SDS-PAGE 12 %. Se chequearon los geles por 
tinción de Coomasie Blue y se identificaron las bandas, luego de la transferencia a membrana de nitrocelulosa, 
por Western Blot usando suero específico para Cz. Se recortaron las bandas de gel conteniendo los antígenos 
correspondientes (Cz y Czd). Los fragmentos de gel se decoloraron a transparencia y se morterearon hasta 
obtener una suspensión homogénea en solución fisiológica. El esquema de inmunización consistió en una 
primera dosis de 50 μg del  antígeno más ACF, v/v, 1/1, por vía intradérmica (0.1 ml por punto de 
inoculación), seguido de 2 dosis de 50 µg de antígeno más AIF, v/v, 1/1, intradérmicas (0.1 ml por punto de 
inoculación). Las dosis de inmunización se repitieron con intervalo de 21 días de separación de la dosis 
precedente. C-T y C-Td se chequearon por SDS-PAGE 10 %, tinción de plata y transferencia a membrana de 
nitrocelulosa para comprobar identidad por Western Blot usando suero específico para Cz. Se aplicaron 3 dosis 
de 50 μg de C-T o C-Td en TBS cada una, por vía intradérmica (0.1 ml por punto de inoculación), separadas 
por intervalos de 21 días. Al igual que para el esquema de inmunización con Cz/Czd, para la primer dosis de C-
T o C-Td el adyuvante utilizado fue ACF, v/v, 1/1,  y en  las dos dosis siguientes se utilizó AIC, v/v, 1/1.   
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A los 21 días posteriores a la última dosis de inmunización se anestesió a los conejos con una 
combinación de Ketamina (30 mg/kg)/ Xilacina (3.5 mg/kg) y una vez obtenido el plano anestésico se procedió 
al sangrado a blanco por punción intracardíaca. 
La sangre se mantuvo a 4 °C hasta la formación del coágulo y posteriormente se centrifugó a 1000 g durante 15 
min. Se observó la ausencia de hemólisis, se separó el suero y se fraccionó en alícuotas para su 
almacenamiento a -20 °C. 
 
10.2. Sueros de Pacientes 
Los sueros control de individuos sanos y los sueros de los pacientes con enfermedad de Chagas crónica 
fueron provistos por el Departamento de Diagnóstico del Instituto Nacional de Parasitología “Dr. Mario Fatala 
Chaben”. Todos los sueros utilizados pertenecen a pacientes entre 18 y 58 años de edad. El grupo de pacientes 
control no infectado resultó negativo para T. cruzi por serología. Fueron excluidos del estudio individuos con 
hipertensión vascular, enfermedad cardíaca isquémica o congénita, cáncer, sífilis, HIV, diabetes, artritis o 
alergias severas. Los sueros humanos de individuos con y sin enfermedad de Chagas se almacenan de manera 
anónima con un código de identificación.   
Para la obtención del suero se extrajo sangre, por venopunción, a individuos sanos y a pacientes con 
enfermedad de Chagas, se la mantuvo a 4 °C hasta la formación del coágulo y posteriormente se centrifugó a 
1000 g durante 15 min. Se observó la ausencia de hemólisis, se separó el suero y se fraccionó en alícuotas para 
su almacenamiento a -70 °C.  
El estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Ética del INP “Dr. M. Fatala Chaben”. A todos los 
pacientes participantes del estudio se les tomó el consentimiento informado. 
Para los ELISA de inhibición se utilizaron pooles de sueros de pacientes (n=6). 
Para la obtención de IgGs a partir de sueros de pacientes con enfermedad de Chagas se utilizó un pool de 
sueros de 20 pacientes y se purificaron las inmunoglobulinas según Ey et al., 1978. 
 
10.3. Purificación de IgGs 
 Se obtuvieron IgGs purificadas a partir de suero policlonal específico de conejo para Cz, Czd, C-T y 
C-Td;  y de pacientes con enfermedad de Chagas crónica. 
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Se precipitaron los anticuerpos con sulfato de amonio para luego purificar las IgGs por pasaje a través de 
una columna de Sefarosa-Proteína A y elución de las IgGs adsorbidas con buffer citrato 0,1 M a pH 3.5 según 
Ey et al. 1978. Posteriormente, se realizó la cuantificación según el método de Bradford. 
 
10.4. Ensayos de dot-blot cuantitativo 
Para los ensayos de dot-blot se utilizó  el dispositivo: Bio-Dot SF Micro-filtration  (Bio-Rad 
Laboratories) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se sembraron PGO, PGS, Di1S, Di2S, heparina, 
heparina parcialmente degradada (1-100 ng), PGS con diferente relación de carga sulfato/carboxilato (R=0, 
0.4, 0.67, 1) y conjugados BSA-azúcar  (0.5-2 nmoles de azúcar) por duplicado, en membranas de 
nitrocelulosa, en 200 µl de Tris HCl/NaCl (Tris⁄HCl 20 mM pH 7,5, ClNa 500 mM) por pocillo.   
Las muestras fueron filtradas lentamente a través de la membrana y los lavados se hicieron aplicando 
vacío al sistema. Las membranas se bloquearon con Tris HCl/ ClNa con 3 % de leche descremada, durante 45 
minutos. Se utilizaron como anticuerpos primarios: suero policlonal de ratón específico para Cz (dilución de 
uso 1:3000) y suero policlonal de ratón específico para el dominio C-T (dilución de uso 1:1000) seguido de la 
incubación con un anticuerpo anti-ratón producido en cabra conjugado a peroxidasa  (AffinePure goat anti-
mouse IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Labs) durante 45 minutos, a una dilución de 1:2000. El revelado 
se hizo por quimioluminiscencia usando reactivo de ECL (Amersham). Los “Spots” se cuantificaron usando un 
densitómetro FujiLAS1000 equipado con el software image gauge 3.122 (Fuji Film, Tokyo, Japan). En cada 
experimento, se consideró 100 %  al mayor valor de reconocimiento obtenido por los anticuerpos sobre la 
estructura considerada. 
 
10.5. ELISA indirecto 
La titulación de sueros se llevó a cabo mediante ELISAs indirectos (el protocolo de ELISA se describe 
más abajo en el punto 11.5).   
Para la titulación de los sueros se utilizó homogenato total de epimastigotes de T. cruzi (Segura et al., 
1974) como antígeno en placa y se fijó como punto de corte una DO 490nm =0.2. Por lo tanto, el título del suero 
específico corresponde a la mayor dilución del mismo con DO 490nm más próxima > 0.2.  
 El reconocimiento de los conjugados Azúcar-proteína sintetizados mediante sueros específicos también 
se determinó mediante ELISA indirecto. Para ello, se pegaron por duplicado en placas de ELISA, cantidades 
crecientes de conjugados Aprotinina-azúcar  (5-20 nmoles de azúcar), Cz y Ovoalbúmina (1-8 μg) y se 
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evaluaron con suero de conejo policlonal específico para Cz. Para estos ensayos se utilizaron placas de 96 
pocillos de alto pegado (Nunc-Immuno™  96  MicroWell™ Plates). Para el pegado del antígeno en placa se 
preparó una solución de la proteína correspondiente en buffer PBS, cubriendo con 50 µl el fondo de cada 
pocillo. Las placas se incubaron a 4 °C durante toda la noche. Se descartó el contenido, se realizaron 3 lavados 
con PBS-Tween 0.05 % y se bloquearon durante 1 hora usando PBS-leche descremada 5 % a 37 °C. 
Seguidamente, se realizaron 3 lavados rápidos con PBS-Tween (200 μl/pocillo cada vez)  y se descartó la 
solución. Para la incubación con los sueros primarios, los mismos se diluyeron en PBS-leche 1% (100 
µl/pocillo) y se incubaron durante 1 h a 37 °C. Luego de tres lavados con PBS-Tween (PBS-T), las placas se 
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa, en PBS-leche 1 %, y se incubaron durante 45 
minutos a 37 °C. Al  término  de  la  incubación , se  hicieron  3 lavados  con  PBS-T  y  se procedió a su 
revelado. El sustrato usado fue OPD (orto-phenilen diamine); se preparó una solución fresca de OPD (5 mg 
OPD, 4 ml de buffer citrato/PO4  pH 5,  8,5 ml de H2O Milli-Q,  5  µl de H2O2) y se utilizaron 50 µl/pocillo. Se 
incubó en  oscuridad,  a  temperatura  ambiente hasta observar reacción colorimétrica excepto en el control 
negativo. Se detuvo la reacción con  ácido sulfúrico 2 N (50 µl/pocillo) y se midió la DO a 490 nm en un 
espectrofotómetro lector de placas (SpectraCount).   
 En cada uno de los ELISA descriptos en resultados se especifica el antígeno y la cantidad que se utilizó en 
placa, así como también las diluciones del anticuerpo primario y secundario. 
 
10.6. ELISA competitivo de inhibición 
En un ELISA competitivo clásico, lo que se fija en placa es el anticuerpo.  En estos ensayos que 
llamamos “ELISA competitivos de inhibición” o “ELISA de inhibición”, como sinónimos, en fase fija se pegó 
el antígeno Cz o C-T, a una cantidad constante (1 μg). Los sueros específicos diluidos en PBS-leche 
descremada 1 % se pre-incubaron con el inhibidor (estructuras sacarídicas sintéticas) en cantidades crecientes, 
con 0.1 μM de 2β-Mercaptoetanol, para estabilizar la interacción del anticuerpo y el inhibidor.  Luego estos 
sueros pre-incubados y en presencia del competidor/inhibidor se utilizaron como anticuerpo primario del 
ELISA donde se evaluó la inhibición del inmuno-reconocimiento de los antígenos pegados en placa. Se 
consideró 100% al reconocimiento de la Cz por su anticuerpo específico (DO490nm Cz (sin inhibidor). El % de 
inhibición relativo se calculó aplicando la siguiente formula: [DO490nm Cz (sin inhibidor)- DO490nm Cz (con 
inhibidor)]/ DO490nm Cz (sin inhibidor) x 100.  
La incubación de los sueros o IgGs, con el inhibidor  se realizó a 37 °C durante 2 horas.  
La inhibición en el inmuno-reconociento del dominio C-T  por efecto de PGS, PGO y Heparina, se 
evaluó  mediante ELISA de inhibición, pre-incubando un pool de suero, de seis pacientes con enfermedad de 
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Chagas y suero de ratón BALB/c inmunizados con AIF con cantidades crecientes (1-10 μM) de PGS, PGO y 
Heparina.  
El efecto inhibidor de estructuras sintéticas sulfatadas y no sulfatadas se llevó a cabo pre-incubando el 
suero de conejo policlonal específico para Cz con concentraciones crecientes de las mismas (1.6-32 μM). 
 Para la evaluación del reconocimiento del dominio C-T por las IgGs purificadas a partir de sueros de  
pacientes con Enfermedad de Chagas y de  individuos sanos; y por las IgGs purificadas a partir de suero de 
conejo policlonal específico para C-T y pre-inmune mediante ELISA de inhibición, se llevó a cabo la pre-
incubación con concentraciones entre 2.5-20 μM, de GlcNAc6S como inhibidor. 
 
11. Parte experimental con ratones 
11.1. Protocolo de inmunización de ratones BALB/c  
Se utilizaron ratones BALB/c, hembras de 6-8 semanas de edad, cada grupo estaba constituido por 10 
animales.  Los animales se inmunizaron por vía subcutánea con una emulsión de C-T o C-Td  más AIF, 
v/v,1/1. El protocolo de inmunización consistió en 5 dosis semanales de 10 µg del inmunógeno por ratón. El 
grupo control de solvólisis recibió PBS conteniendo el reactivo de solvólisis (procesado del mismo modo que 
el C-Td)  más AIF y al grupo control se le inyectó una emulsión de PBS más AIF. La mitad de los ratones de 
cada grupo fueron eutanasiados a los 15 días después de la última dosis de inmunización (día 42). 
El esquema de inmunización con BSA-NAcGlc/BSA-NAcGlc6SO3, también fue realizado en hembras 
BALB/c de 6-8 semanas (n=12 animales por grupo). Se administraron por vía subcutánea 5 dosis semanales 10 
μg de BSA-NAcGl o BSA-NAcGlc6SO3, emulsionado con igual volumen de AIF, v/v, 1/1. Como grupo 
control se inmunizaron ratones con BSA+AIF, siguiendo el mismo esquema. La mitad de los ratones de cada 
grupo fueron eutanasiados a los 15 días posteriores a la última dosis de inmunización (día 42). 
Para el ensayo de transferencia pasiva de anticuerpos se utilizaron hembras BALB7c de 6-8 semanas, 
separadas en 3 grupos (n=5 ratones por grupo) y se les administraron, por vía intraperitoneal,  6 dosis, de 10 μg 
de IgGs purificadas cada una, los días 2, 4, 6, 9, 12 y 17. Los grupos fueron tratados con: IgG específicas para 
NAcGlc6SO3 purificadas a partir del suero de los ratones inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3,  IgGs 
purificadas a partir de sueros de ratones pre-inmunes y  el grupo control recibió solución fisiológica 
intraperitoneal. La eutanasia se realizó el día 21. 
 La purificación de IgGs se realizó según Ey et al, 1978, seguida de cuantificación por el método de 
Bradford. 




11.2. Desafío con  tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi 
Se sometió a la mitad los ratones inmunizados con C-T/C-Td (n=5) al desafío subletal con una dosis 
de 2 x 10
4
 tripomastigotes de T.cruzi, cepa Tulahuen 2. El seguimiento de la parasitemia se llevó a cabo 
mediante microscopía directa en gota gruesa, 2 veces por semana hasta negativización de todos los grupos. 
La mortalidad se registró diariamente. El día 45 posterior a la infección se procedió a eutanasiar a los 
ratones sobrevivientes. 
En la mitad de los animales inmunizados con BSA-NAcGlc6SO3; BSA- NAcGlc y BSA+AIF (n=6 
ratones por grupo), se procedió al desafío subletal con una dosis de 2 x 10
4
 tripomastigotes de T.cruzi, cepa 
Tulahuen 2, luego de 15 días de finalizado el esquema de inmunización y la eutanasia se realizó el día 28 
posterior a la infección. Se realizó el seguimiento de la parasitemia 2 veces por semana y el registro diario 
de muertes. 
En el ensayo de inmunización pasiva, los animales (n=5 por grupo) fueron separados en tres grupos y 
previo al comienzo del esquema de tratamiento con anticuerpos, se  infectaron con una dosis de 500 
tripomastigotes de T.cruzi, cepa Tulahuen 2 el día 1 del experimento. El tratamiento con los anticuerpos 
correspondientes  (IgGs específicas para NAcGlc6SO3, IgG pre-inmunes y solución fisiológica para el 
control) se realizó según el esquema detallado en el párrafo de inmunización (día 2, 4, 6, 9, 12 y 17). Se 
hizo seguimiento de la parasitemia 2 veces por semana y registro diario de muertes. La eutanasia se realizó 
el día 21. 
 
11.3. Método de eutanasia: 
Para ratones se utilizó una combinación anestésica de ketamina (50 mg/kg)/xilacina (2-5 mg/kg) 
administrada por vía intraperitoneal y respetando un período de latencia de 10 minutos, se precedió al 
sangrado por enucleación del globo ocular y posterior dislocación cervical. 
Para conejos se utilizó una combinación anestésica de  ketamina (30 mg/kg)/xilacina (3.5 mg/kg) 
administrada por vía intramuscular, se respetó el período de latencia hasta la pérdida del reflejo palpebral 
(15 minutos aproximadamente) y se procedió al sangrado a blanco por punción cardíaca el decúbito 
esternal, con posterior inyección intracardíaca de Euthanyle® (1 ml/5 kg). 
El manejo de animales de laboratorio, los protocolos experimentales así como también el diseño de 
los experimentos se realizaron de acuerdo con las Recomendaciones de cuidado y uso de animales de 
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laboratorio del Instituto Nacional de Parasitología “Dr. Mario Fatala Chaben” Ministerio de Salud, 
Argentina. 
 
11.4. DTH (delayed type hipersensitibity assay o reacción de hipersensibilidad retardada) 
Quince días después de la última dosis de  inmunización de los grupos de ratones con C-T /dC-T se 
realizó la inoculación intradérmica en las almohadillas plantares de los ratones con C-T y dC-T purificado. 
Se utilizó como control BSA, la cual fue inyectada en el grupo control. La DTH de los grupos C-T y dC-T 
se cuantificó como un ensayo estándar teniendo en cuenta la induración que se produce en la almohadilla 24 
y 48 horas luego de la inoculación de los antígenos. El diámetro de la induración se midió con un calibre 
micrómetrico (Mitutoyo). 
 
11.5. Titulación de los sueros por ELISA indirecto. 
Todos los sueros obtenidos luego de la inmunización de titularon por ELISA indirecto para 
determinar la dilución de uso de los mismos.  
Se utilizaron placas de alto pegado de 96 pocillos (Nunc-Immuno), los cuales se cubrieron con 50 µl 
de una solución 20 µg/ml en buffer PBS del antígeno en estudio y se incubaron a 4 ºC durante toda la 
noche. Luego, se descartó la solución, se lavaron las placas con PBS-Tween 20 0,0 5% (PBS-T). Las placas 
se bloquearon durante 1,30 h utilizando PBS-leche descremada 5 % a 37 ºC. Posteriormente, se realizaron 
tres lavados con 250 µl de PBS-T cada vez. La incubación con los sueros se realizó mediante el agregado de 
los mismos diluidos en PBS-leche descremada 1 % a 37 ºC durante 1,30 h (100 µl de suero/pocillo). Se 
repitieron los lavados con PBS-T. Los diferentes anticuerpos comerciales anti-IgG total y anti-IgG1, IgG2, 
IgG2a, IgG2b, IgG3 (especie/específicos) conjugados a HRP (horseradish peroxidasa) se diluyeron en PBS-
leche descremada 1 %  y se incubaron a 37 ºC durante 1 h (las condiciones para cada conjugado se detalla 
en Tabla6. Al término de la incubación se repitieron los lavados en PBS-T y se procedió al revelado con 
OPD (orto-fenilendiamina) como sustrato en oscuridad, utilizando 50 µl/pocillo de una solución 
conteniendo 5 µg del sustrato en 12,5 ml de buffer citrato 0,2 M pH 5 en presencia de 5 µl de peróxido de 
hidrógeno al 30 %. La reacción se detuvo con 50 µl de ácido sulfúrico 1 M y se midió la aparición de color 
por absorbancia a 490 nm en un espectrofotómetro lector automático de ELISA. Cada suero se ensayó por 
duplicado o triplicado.  
Los anticuerpos secundarios anti-IgGtotales, de origen caprino, utilizados  para sueros de conejo  o de 
ratón  fueron obtenidos de Laboratorio Jackson Immuno Research. 




Tabla 6. Título y diluciones de uso de los anticuerpos utilizados. 
 
(*) Para simplificar, previo al uso de los antisueros policlonales de conejo se realizó una dilución inicial de 
los sueros específicos: anti-Cz  1/32; anti-Czd 1/16; anti C-T 1/16 y anti C-Td 1/8, para tener los sueros en 
un rango más cercano a la dilución de trabajo y a títulos comparables, para utilizar posteriormente 
diluciónes 1/1000. Aclaración válida para todos los resultados donde se utilice suero policlonal de conejo 
específico a una dilución 1/1000.  
Para los ELISAS realizados con sueros de pacientes se utilizó una dilución 1/200 de los mismos. El 
anticuerpo secundario para determinación de IgG totales (PharMingen, BD Biosciences) se utilizó en una 
dilución 1/2000 y para la determinación de los niveles de isotipos IgG1, IgG2e IgG3 se utilizó un 
anticuerpo biotinilado de origen murino PharMingen, BD Biosciences, a una dilución 1/200. Seguido de un 
paso adicional de incubación con Streptavidín-peroxidasa diluído 1/250 de leche descremada al 1% en PBS 
(BD Biosciences.). 
También se utilízó ELISA indirecto para la determinación del perfil de isotipos de IgG de los sueros 
policlonales de ratón específicos para Cz, Czd, C-T y C-Td involucrados en el inmuno-reconocimiento de 
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miosina muscular de conejo (Sigma®). Se utilizaron las diluciones de anticuerpos primario y secundario 
según la tabla. 
 
11.6. Ensayos de Dot Blot 
Se utilizó un equipo Bio-Dot Microfiltratio Apparatus (Bio-Rad Laboratories) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Se colocaron 50μl por pocillo de 0.5-3μg de miosina muscular de conejo (Sigma®) y se 
incubó por triplicado con suero policlonal de ratón específico para Cz, Czd, C-T y C-Td (dilución 1/100) 
seguido de una incubación con un anticuerpo anti IgG (H+L) de ratón de origen equino unido a HRP, 
diluído 1/2000. El revelado se realizó usando el reactivo ECL (enhanced chemiluminescence’s reagent, 
Amersham®). El inmunoreconocimiento fue visualizado usando un densitómetro FujiLAS1000 equipado 
con el software  IMAGE GAUGE 3.122, software, Fuji Film, Japan. 
 
11.7. Obtención de homogenatos de tejido muscular cardíaco y esquelético de ratones inmunizados 
con C-T, C-Td y controles 
Los tejidos fueron homogeneizados en buffer Tris HCl 50 mM pH 7.5; NaCl 100 mM, 1 % NP40 con 
inhibidores cuya concentración fue: 1mM EDTA, 1 % de PMSF, 1 % de leupeptina y 1 % de aprotinina. Los 
homogenatos fueron centrifugados a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC. El sobrenadante obtenido de los 
extractos tisulares fue alicuotado (100μl por eppendorf) y conservado a -70ºC hasta su utilización. (adaptado de 
Hulsmans, 1961). 
 
11.8. Determinación de actividad específica de la enzima Citrato Sintasa. 
La determinación de la actividad de la enzima citrato sintasa fue realizada en homogenatos de órgano 
según Srere (1969) con modificaciones. La actividad de la enzima se evaluó por espectrofotometría, 
siguiendo el incremento de los valores de absorbancia a 412 nm causados por la condensación del 5,5'-ditio 
con el bis-(2- ácido nitrobeonzoico)  con liberación de  CoA en el curso de la reacción. La mezcla de la 
reacción contenía buffer Tris/HCl 40 μM pH7.6; acetil CoA 0.15 μM; 5,5'-ditiobis- (ácido 2-nitrobenzoico) 
0.1 μM; KCl 3 mM y 3ug de homogenato tisular. La mezcla fue incubada durante un minuto previo al 
agregado de ácido oxalacético. El ensayo fue realizado a 30 ºC en un espectrofotómetro Beckman DB-G. 
Una unidad de enzima corresponde a la liberación de  1 μmol de CoA/min, bajo las condiciones del ensayo 
descriptas. Las actividades específicas fueron expresadas como unidades/mg de proteína. Para la 
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preparación de Acetil CoA, 10 mg (~8 μmoles) de CoA se disolvieron en 1 ml de H2O miliQ y se le agregó 
0.1 ml de KHCO3. La mezcla se enfrío a 0 ºC. Luego se adicionó (0.13 a 0.16 ml) de una solución de 
anhídrido acético 0.1 M preparada fresca y enfriada a 0 ºC con hielo. La solución de Acetil CoA fue 
preparada y utilizada previa a realizar la reacción de condensación. (Lowenstein, 1969)   
 
11.9. Procesamiento de muestras para análisis morfológico por microscopia electrónica, 
Ultraestructura. 
 Los ratones controles e inmunizados con los diferentes antígenos (C-T, C-Td, BSA-NAcGlc6SO3) o 
tratados por transferencia pasiva de anticuerpos (IgGs específicos para el epítope sulfatado e IgGs pre-
inmunes) fueron eutanasiados 15 días después de la última dosis de inmunización y a los 4 días luego de 
recibir la última dosis de IgGs por vía intraperitoneal, respectivamente. Para el análisis ultraestructural del 
tejido cardíaco y muscular se realizó la fijación de piezas de tejido (de 1 mm
2
) por inmersión en una 
solución de glutaraldehído al 3 % en buffer fosfato 0.2 M pH 7.4 durante 24 h a 4 ºC. Luego del lavado por 
inmersión en solución de sacarosa 0.32 M por 24 hs, los tejidos fueron fijados en el mismo buffer 
conteniendo tetróxido de osmio (1.5 % p/v). Luego de la deshidratación gradual en alcoholes, las muestras 
fueron embebidas en resinas epoxi (resin embedding médium kit Fluka) por 72 hs a 60 ºC. Se obtuvieron 
secciones finas con un ultramicrótomo Porter-Blum MT2 Sorvall  y las secciones se montaron en grillas 
(300-mesh single hold). La tinción se realizó primero con acetato de uranilo y luego con tinción de citrato 
de plomo Reynolds. Las grillas fueron examinadas con un microscopio electrónico Siemens Zeiss C10 
(Siemens, Germany). Las fotografías se tomaron con una cámara Kodak (electron imaging film, Eastman 
Kodak, Rochester, NY, USA). 
 
11.10. Procesamiento de muestras para Inmunoelectromicroscopia por Inmuno-Oro coloidal 
 En el momento en el que se realizó la necropsia, se extrajeron pequeñas muestras de tejido muscular 
cardíaco y esquelético y rápidamente se depositaron  en una gota de fijador (Paraformaldehido 4% - 
Glutaraldehído 0.1 %) realizando secciones de 1 mm x 1mm. Finalmente las muestras se colocaron en 
fijador para su posterior deshidratación y fijación en resinas Epoxi. 
Para inmunoelectro-microscopía se preparó una dilución 1/5 en Tris/HCl 50 mM/NaC 150 mM de los 
sueros policlonales de conejo específicos para Cz y C-T,  con y sin tratamiento de adsorción con miosina, o 
BSA (albúmina sérica bovina) como control de adsorción. 
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 La adsorción de los sueros se realizó mediante incubación de la dilución 1/5 con 10μg de miosina de 
conejo(H+L)(Fluka ®) durante 1 hora a 37ºC. En cada suero el protocolo de adsorción se repitió dos veces. 
Luego se centrifugaron a 13500rpm durante 30 minutos a 20ºC, se recuperaron los sobrenadantes y llevaron 
a la dilución de uso 1/10. Para los sueros control de adsorción, la misma se realizó con BSA. El tejido se 
confrontó con el suero de conejos inmunizados con Cz y con C-T tal cual y adsorbidos con miosina de 
músculo de conejo o BSA. El recuento de las partículas fue realizado utilizando 80 imágenes de X10.000 de 
aumento usando el software IMAGEJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) y los resultados fueron expresados como 
número de partículas/campo. 
 
11.11. Histopatología 
Se analizaron mediante tinciones de rutina: Hematoxilina/Eosina y Tricrómico de Goldner-Masson 
tejidos cardíacos y musculares esqueléticos de ratones controles e inmunizados  con C-T /C-Td con y sin 
infección por T. cruzi. La eutanasia de los ratones inmunizados, en ausencia de infección, fue realizada a las 15 
días de finalizado el protocolo de inmunización y en los ratones inmunizados e infectados se realizó la 
eutanasia el día 45 posterior a la infección. Se realizo la necropsia completa de los ratones en cabina de flujo 
laminar para extraer los bazos en condiciones de mínima contaminación, utilizando instrumental 
decontaminado con alcohol y esterilizado en llama para la extracción del mismo. Luego  se tomaron muestras 
de tejido cardíaco  y muscular esquelético para histopatología. 
Los cortes de tejido cardíaco y muscular para histopatología se fijaron por inmersión en formol 
bufferado al 10 %. Los tejidos fijados posteriormente se deshidrataron, fueron aclarados en xileno e incluídos 
en parafina. Se realizaron secciones de 5 μm de espesor con micrótomo y luego del montaje y tinción con 
Hematoxilina/Eosina  se examinaron al microscopio óptico. La evaluación de los cortes fue realizada a ciego. 
Para ambos tejidos se realizó una evaluación cualitativa/descriptiva y una evaluación semicuantitativa del 
infiltrado inflamatorio. Para el tejido muscular el “Score” de miositis se determinó según la distribución y 
extensión del infiltrado inflamatorio, siendo 1= foco simple de infiltrado inflamatorio; 2= focos múltiples no 
confluentes de infiltrado inflamatorio; 3= inflamación confluente;  4= inflamación difusamente extendida por 
toda la sección (Martin et al, 2007). Para el tejido cardíaco se adoptó la siguiente clasificación de miocarditis: 
tejido normal, Score 0; foco leve, ligera infiltración con daño de una o dos fibras miocárdicas, Score 1; focos 
de moderado tamaño y agregados inflamatorios comprendiendo de 3 a 5 fibras, Score 2 y focos intensos con 
densa acumulación de células mononucleares con destrucción de más de 5 fibras musculares, Score 3 
(Bontempi et al., 2015). Se analizaron 5 cortes de 4 ratones pertenecientes a cada grupo de inmunización 
tomados al azar de tres experimentos independientes. 




11.12. Obtención de esplenocitos y medición de citoquinas 
El manejo de los bazos, obtenidos de la necropsia, se realizó en condiciones asépticas de esterilidad. 
Luego de ser homogeneizados, se realizó la lisis de los glóbulos rojos por adición de buffer de lisis (Sigma ®) 
y luego, los esplenocitos se resuspendieron en RPMI, suplementado con 10 % de SFB (suero fetal bovino), 2 % 
de penicilina (100 μg/ml), streptomicina (100 U/ml) y 0.4 mM de β-Mercaptoetanol.  Se realizó el recuento de 
esplenocitos viables mediante el colorante Tripán Blue en cámara de Neubauer y se cultivaron 1 x 10
6
 
esplenocitos por pocillo, en placas de 96 pocillos (Nunc), en medio RPMI solo o simultáneamente con los 
estimulantes. Se adicionaron 100 μl de una solución  estimulante de 10 μg/ml de Cz, Czd, C-T o C-Td por 
pocillo. Se utilizó una solución de Con A (2 μg/ml) como control de estimulación positivo. Se cultivaron en 
estufa a 37 ºC y 5 % CO2 durante 72 horas. Luego se recuperaron los sobrenadantes y se hizo la determinación 
de IL-4 e IFN-γ mediante ELISA de captura utilizando: OptEIA™ IL-4 Mouse ELISA Set y IFN-γ Mouse 
ELISA Set  (BD Biosciences), También realizamos la determinación de mayor número de citoquinas mediante 
citometría de flujo utilizando  BD CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit. Los ELISAs de captura y las 
determinaciones por citometría de flujo se realizaron  de acuerdo a las instrucciones del proveedor. 
 
12. Análisis Estadístico 
 Se utilizó test de Mann-Whitney  para las comparaciones de un solo factor entre dos grupos. Para las 
comparaciones entre más de dos grupos se utilizó ANOVA de un factor seguido de comparaciones por el test 
de Tukey (para análisis paramétricos) o test de Kruskal-Wallys y comparaciones  múltiples de Dunn´s (para 
análisis no paramétricos). Para el análisis de datos agrupados y con diferentes tratamientos se utilizó ANOVA 
de dos factores seguido del test de Bonferroni para las comparaciones. En cada uno de los gráficos de 
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